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EINLEITUNG 1

I. Einleitung

1. Das Hepatitis-B-Virus

Das humane Hepatits-B-Virus (HBV) ist der Prototyp einer Familie von Viren, die als
Hepadnaviridae bezeichnet wird. Eng verwandte Viren von HBV wurden im Waldmurmeltier
(WHYV = woodchuck hepatitis virus) (Summers et al., 1978) und im Erdhoérnchen (GSHV =
ground squirrel hepatitis virus) (Marion et al., 1980) identifiziert. Diese Viren besitzen etwa
eine 70%ige Sequenzhomologie zu HBV, sind jedoch nicht in der Lage, Menschen oder
andere Primaten zu infizieren. Etwas weiter entfernt verwandte Hepadnaviren mit einer
vergleichbaren Genomorganisation, jedoch nur geringer Sequenzhomologie wurden in der
Ente (DHBV = duck hepatitis B virus) (Mason et al., 1980), dem Reiher (HHBV = heron
hepatitis B virus) (Sprengel et al., 1988) und anderen Vogelarten identifiziert. /n vivo-Studien,
vor allem der DHBV- und WHV-Infektionen, haben entscheidend zu einem besseren
Verstdndnis der Interaktionen zwischen den Hepadnaviren und ihrem Wirt beigetragen. Im
folgenden konzentrieren sich die Beschreibungen jedoch auf das humane Hepatitis-B-Virus
und seine Interaktionen mit der Wirtszelle.

Eine Infektion mit HBV fiihrt zu transienten und chronischen Entziindungen der Leber. Der
Verlauf der Infektion ist sehr variabel und wird iiberwiegend von der Immunantwort des
menschlichen Organismus bestimmt. Wéahrend 90-95% der Patienten nach einer akuten
Infektion das Virus vollig eliminieren konnen, entwickelt sich in 5-10% der Félle eine
chronische Verlaufsform, die zumeist asymptomatisch bleibt, jedoch auch zur Ausbildung
einer Leberzirrhose und letztlich zum hepatzozelluldren Karzinoms (HCC) fiihren kann.

Nach einer Inkubationsphase von 45-120 Tagen ist die akute Phase der viralen Hepatitis vor
allem durch die Ausbildung einer Gelbsucht (Ikterus) gekennzeichnet. Die Anhdufung von
Bilirubin im Blut und der Haut ist die Folge einer inflammatorischen Leberschidigung. Ein
direkter zytopathischer Effekt von HBV konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Vielmehr
ist die zellvermittelte und humorale Immunantwort, die gegen das Virus aufgebaut wird,
wesentlich fiir das Krankheitsbild verantwortlich. Da das Virus primér Leberzellen infiziert
und innerhalb der Leber repliziert, ist die Immunantwort hauptsdchlich gegen infizierte
Hepatozyten gerichtet. Die Entfernung des Virus scheint vorwiegend durch humanes
Leukozyten-Antigen- (HLA-) Klasse-I restringierte, zytotoxische T-Zellen vermittelt zu
werden. Diese erkennen Peptide der Virusproteine, die auf der Zelloberfliche der

Hepatozyten prasentiert werden und konnen somit eine regulierte Eliminierung der infizierten
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Zelle herbeifiihren (Mondelli et al., 1982; Bertoletti et al., 1991; Chisari und Ferrari, 1995).
Gleichzeitig spielt jedoch auch die Produktion von Zytokinen (vor allem Interferone) eine
entscheidende Rolle bei der Kontrolle und Entfernung von HBV (Guidotti und Chisari, 2001).
Etwa ein Prozent der Fille einer akuten Hepatitis B nehmen aufgrund einer Uberreaktion des
Immunsystems einen fulminanten, meist todlichen Verlauf.

Gegen eine HBV-Infektion kann seit 1984 mit einem rekombinanten Impfstoff vorgebeugt
werden (McAller ef al., 1984). Die Impfung ist in 95% der Fille wirksam. Fiir die weltweit
etwa 350 Millionen chronischen Virustrager gibt es jedoch bislang keine befriedigende
Therapie. Die Entwicklung einer chronischen Hepatitis B ist hauptsidchlich von
wirtsspezifischen Faktoren abhéngig (Barnaba und Balsano, 1992). Bei etwa 5-10% der akut
infizierten Erwachsenen, 30-50% der infizierten Kleinkinder und etwa 90% perinatal
infizierter Sduglinge kommt es zu einer chronischen Verlaufsform. Dabei findet hiufig eine
Integration der HBV-DNA ins Wirtsgenom statt, wobei weder im Virus- noch im Wirtsgenom
einheitliche Integrationsstellen existieren (Koshy et al., 1983). Bei einer chronisch-aktiven
Hepatitis, in deren Verlauf weiterhin HBV-Replikation nachgewiesen werden kann, kommt es
in 10-30% der Félle zur Leberzirrhose und bei etwa 10% zum HCC. Eine wesentliche
Ursache der HCC-Entstehung ist offensichtlich die DNA-Integration ins Wirtsgenom. Sie
wird bei mehr als 85% der HCC-Patienten beobachtet (Brechot et al., 1980). HBV ist folglich
zu den krebserregenden DNA-Viren zu zéhlen.

Eine Besonderheit der Hepatitis-B-Virus-Infektion besteht darin, daB3 infizierte Zellen neben
den vollstindigen Viren auch nichtinfektidse spharische Partikel mit einem Durchmesser von
20 nm sezernieren, die nur aus der duleren HBV-Hiillmembran bestehen. Diese werden in
10000- bis 1 Million-fachem UberschuB3 gegeniiber den Viren in die Blutbahn abgegeben. In
geringem Umfang kommen neben den spdrischen, auch filamentdse Partikel mit einem
Durchmesser von 20 nm und variabler Lange vor. Alle Formen besitzen auf ihrer Oberfléche

ein gemeinsames Antigen, das als Hepatitis-B-Oberfldchenantigen (HBsAg) bezeichnet wird.
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1.1  Struktur und Genomorganisation

Das humane Hepatitis-B-Virus wurde 1970 von Dane et al. entdeckt (Dane et al., 1970). Es
ist ein kugelformiges, umbhiilltes DNA-Virus (Tiollais et al., 1985) mit einem Durchmesser

von 42 nm (Abb. 1).

L-Protein

M-Protein

S-Protein

Virushiille

wirtseigene
Lipide

DNA-Genom

Polymerase

C-Protein

Abb. 1: Schematischer Aufbau des Hepatitis-B-Virus.

Die Virushiille beinhaltet die viralen Hiillproteine L, M und S. Die Polypeptidsequenz des S-Proteins
(grau) findet sich im M- und L-Protein wieder. Das M-Protein besitzt eine zusétzliche praS2-Domine
(orange) und das L-Protein besitzt neben der praS2- eine zusitzliche praS1-Doméne (griin). Zusammen
werden praS1 und praS2 als prdaS-Region bezeichnet. Die prdS-Region des L-Proteins ist sowohl im
Inneren des Virus als auch auf der AuBlenseite lokalisiert. Das virale Kapsid wird durch das C-Protein
(rot) aufgebaut. Das virale Genom im Inneren des Kapsids besteht aus einer partiell-doppelstrangigen,
zirkuldren DNA. Das 5'-Ende des vollstindigen Minusstrangs ist kovalent mit der viralen Polymerase
(blau) verbunden. DR1 und DR2 sind Sequenzwiederholungen, die bei der Replikation des Genoms eine
Rolle spielen. Abbildung modifiziert nach Nassal (1999).

Das Virion besteht aus einer dufleren Lipoproteinmembran, die drei virale Glykoproteine
enthélt. Die Hiillproteine werden als kleines (small) S-, mittleres (middle) M- und grof3es
(large) L-Protein bezeichnet. Die Hiillmembran umschlieft ein ikosaedrisches Nukleokapsid.
In vitro wurden zwei unterschiedliche Kapsidformen entschliisselt (Crowther et al., 1994;
Bottcher et al., 1997; Wynne et al., 1999), von denen die eine Form aus 240 Kapsomeren (C-
Protein, p21) besteht und einen Durchmesser von 34 nm aufweist, und die andere Form nur
aus 180 C-Proteinen aufgebaut ist und einen Durchmesser von 30 nm besitzt. Im Inneren des
Kapsids befindet sich die virale DNA. Mit etwa 3,2 kb ist das HBV-Genom eines der
kleinsten viralen Genome, die zur Zeit bekannt sind (Galibert et al., 1979). Es weist mit vier

iiberlappenden offenen Leserahmen (ORF) eine sehr kompakte Organisation auf. Kovalent an
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das Genom gebunden ist die virale Polymerase (P-Protein, p95) (Gerlich und Robinson,
1980), ein Proteinkomplex, der aus mehreren funktionellen Doménen besteht (Toh et al.,
1983; Bartenschlager und Schaller, 1988; Radziwill et al., 1990). Das P-Protein besitzt eine
Region, die als N-terminales Protein (TP) bezeichnet wird, eine ,,Spacer*-Region (SP), eine
reverse Transkriptase (RT) und eine C-terminale Ribonuklease H (RNaseH). Weiterhin
enthélt das Nukleokapsid wenigstens zwei wirtseigene Proteine, wie das zelluldre Chaperon
Hsp90, das mit der viralen Polymerase interagiert (Hu und Seeger, 1996; Hu et al., 1997) und
eine Protein-Kinase C (PKC) (Albin und Robinson, 1980; Kau und Ting, 1998), welche die
Fahigkeit besitzt, das C-Protein zu phosphorylieren (Yeh et al., 1990; Machida et al., 1991).

Das Genom des Hepatitis-B-Virus (Abb. 2) besteht aus einem partiell-doppelstrangigen,
offen-ringférmigen DNA-Molekiil (rcDNA) (Robinson, 1977). Die Liicke des vollstindigen
Minusstrangs wird vom 5’-Bereich des unvollstindigen Plusstrangs iiberlappt und
zusammengehalten. Das P-Protein ist kovalent mit dem 5’-Ende des Minusstrangs verkniipft.
Der Plusstrang besitzt kein definiertes 3’-Ende, sondern weist eine variable Linge von etwa
50-75% der Linge des Minusstrangs auf. Die 5’-Enden beider DNA-Ketten weisen je eine
kurze Sequenzwiederholung (DR = direct repeat) von 11 Nukleotiden auf. Diese Bereiche
sind entscheidend an der DNA-Replikation beteiligt (Will et al., 1987). Die vier offenen
Leserahmen des Genoms kodieren die HBV-Proteine. Der X-ORF kodiert einen pleiotropisch
wirkenden Transkriptionsaktivator (X). Das genaue Funktionsspektrum von X ist strittig. Das
Protein scheint jedoch fiir die Etablierung einer Infektion essentiell zu sein (Zoulim et al.,
1994). Der praC/C-ORF kodiert einerseits ein pra-Kapsidprotein (praC), das eine N-terminale
ER-Signalsequenz besitzt und folglich in den Sekretionsweg der Zelle geleitet wird, und
andererseits das Kapsidprotein (C). prdC wird wihrend der Sekretion an beiden Enden
prozessiert und gelangt schlieBlich als HBe-Antigen (HBeAg, p17) in das Serum (Ou et al.,
1986; Garcia et al., 1988). Die Funktion des HBe-Antigens ist nicht bekannt. Der P-ORF
umfalt etwa 80% des gesamten Genoms und kodiert das virale P-Protein, wéhrend der env-
OREF die drei Hiillproteine kodiert. Die transkriptionelle Aktivitidt der HBV-Gene wird durch
regulierende Elemente gesteuert. So besitzt jedes Gen wenigstens einen Promotor, der durch
virale Enhancer-Elemente reguliert wird (Abb. 2) (Shaul et al., 1985; Yee, 1989; Yuh und
Ting, 1990). Promotor- und Enhancer-Elemente wiederum werden vor allem durch
leberspezifische Transkriptionsfaktoren beeinflufit (z.B. HNF-1 und -4 = hepatocyte nuclear
factor) (Courtois et al., 1988; Lopez-Cabrera et al., 1990; Schaller und Fischer, 1991). Ein
weiteres regulierendes Element ist das ,,glucocorticoid-responsive element” (GRE), welches

eine Enhancer-I-vermittelte Steigerung der Promotor-Aktivitdt durch Glukokortikoide
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ermoglicht (Tur-Kaspa et al., 1986). Und letztlich ist auch dem Enhancer-II ein Regulator
vorgeschaltet, das ,,negativ-regulierende Element (NRE) (Lo und Ting, 1994). Wie sich das

Zusammenspiel all dieser regulierenden Elemente in vivo darstellt, ist zur Zeit nicht bekannt.

3182/1

Abb. 2: Die Organisation des HBV-Genoms.

In der Mitte ist eine Nukleotidskala des HBV-Genoms (Subtyp ayw) dargestellt. Startpunkt der
Nummerierung ist eine singuldre EcoRI-Schnittstelle. Das Genom ist ein partiell-doppelstédngiges DNA-
Genom. Wéhrend der Minusstrang vollstindig ist, bleibt der Plusstrang unvollstindig (gestrichelte
Linie). Die Dreiecke markieren Promotor-Elemente (PRO) und die schraffierten Vierecke zeigen
Enhancer-Elemente (ENH) an. Auflen sind die vier offenen Leserahmen dargestellt (blau = Hiillproteine,
rot = Polymerase, orange = C- und E-Proteine, griin = X-Protein). Die gelben Pfeile markieren jeweils
Translationsstartstellen. Weitere Abkiirzungen: DR = Sequenzwiederholung (direct repeat), GRE =
glucocorticoid responsive element, NRE = negativ-regulierendes Element, Poly-A = Polyadenylierungs-
signal, CTG-Box = Verpackungssignal, TP = terminales Protein.

1.2  Replikation und Infektionszyklus

Da die Hepatozyten den primiren Ort der viralen DNA-Replikation und damit der
Vermehrung des Virus darstellen, liegt es nahe zu folgern, dall die Gewebsspezifitit durch
einen leberspezifischen Rezeptor bestimmt wird. Es hat sich jedoch gezeigt, dall der

Hepatotropismus auch entscheidend auf der Ebene der Genexpression manifestiert wird. In
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wie weit andere Zelltypen durch das Virus infiziert werden und welche Rolle dies im
Krankheitsablauf spielt, ist zur Zeit strittig. Insgesamt sind die anfanglichen Schritte der
HBV-Infektion, das heiflt Adsorption an die Zellmembran (Abb. 3, (1)) und Penetration in die
Zielzelle (2), noch schlecht charakterisiert. Der HBV-spezifische Rezeptor ist bis jetzt noch
nicht bekannt. Dies liegt vor allem am Fehlen einer Zellinie, die infizierbar ist und in der das
Virus repliziert. Auf der internationalen HBV-Tagung 2001 wurde jedoch eine solche Zellinie
beschrieben (Gripon et al., 2001). Dies gibt Anlall zur Hoffnung, dafl auch der HBV-Rezeptor
in naher Zukunft identifiziert wird. Gegenwértige Studien miissen sich auf den Gebrauch
primdrer humaner Hepatozyten beschrianken (Gripon et al., 1993; Galle et al., 1994), die
jedoch schlecht infizierbar und in Kultur sehr kurzlebig sind. Alternativ kdnnen klonierte
HBV-Genome in humane Leberzellinien (HepG2, Huh7) transfiziert werden, die nachfolgend
eine Virusproduktion herbeifiihren (Sureau et al., 1986; Ochiya et al., 1989). Diese Zellinien
binden auch das Virion und es konnte gezeigt werden, dal} eine essentielle HBV-Rezeptor-
Bindestelle innerhalb des groen Hiillproteins (Aminoséduren 21-47) lokalisiert ist (Neurath et
al., 1986; Pontisso et al., 1989; Petit ef al., 1991; Dash et al., 1992). Folglich kann auch eine
Bindung des Virus an Hepatozyten durch spezifische monoklonale Antikorper inhibiert
werden (Neurath ef al., 1986). Eine Reihe von Proteinen wurden bisher als HBV-Rezeptor
vorgeschlagen (De Meyer et al., 1997). Fiir keinen dieser Kandidaten, wie z.B. Interleukin-6-
Rezeptor (Neurath et al., 1992), Asialoglykoproteinrezeptor (Treichel et al., 1994), IgA-
Rezeptor (Pontisso et al., 1992) oder die hepatozellulire Glyceraldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (Petit et al., 1992), konnte bisher jedoch die Rezeptorfunktion mit Sicherheit
nachgewiesen werden.

Nach der Aufnahme des Virus in die Wirtszelle wird das Kapsid in das Zytosol entlassen
(Qiao et al., 1994). Die Bindung von Importinen (¢/B) an ein C-terminales nukledres
Lokalisationssignal (NLS) innerhalb der Kapsidproteine (Yeh et al., 1990; Eckhardt, et al.,
1991) fiihrt zur Assoziation des Kapsids mit der Kernpore (Kann ef al., 1999). Nach dem
,uncoating®, das heillit dem Zerfall des Kapsids, wird die virale DNA in das Kernlumen
entlassen (Abb. 3, (3)). Hier wird der unvollstindige Plusstrang des HBV-Genoms durch
zelluldre Enzyme komplettiert und die Minusstrang-Liicke geschlossen (Abb. 3, (4)) (Kock
und Schlicht, 1993). Weiterhin wird das kovalent-assoziierte P-Protein von der DNA
gespalten. Es entsteht ein kovalent-geschlossenes, ringformiges DNA-Molekiil (cccDNA =
covalently closed circular DNA). Infizierte Zellen enthalten mehrere Kopien der cccDNA im
Kern (etwa 20 Molekiile pro Zelle), die als heterogene Population kleiner Chromosomen

vorliegen (Newbold et al., 1995).
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cccDNA

Abb. 3: Schematische Darstellung des Infektions- und Replikationszyklus von HBV.

Das Virus bindet an einen Rezeptor auf der Zellmembran (1) und penetriert die Zielzelle (2). Nach dem
Freiwerden des viralen Kapsids interagiert dieses mit der Kernpore und entla3t die virale DNA in das
Nukleoplasma (3). Hier wird der unvollstindige Plusstrang des HBV-Genoms durch zelluldre Enzyme
komplettiert und die Minusstrang-Liicke geschlossen (4). Es entsteht ein kovalent geschlossenes,
doppelstrangiges DNA-Genom (cccDNA). Die cccDNA dient nachfolgend als Schablone fiir die
Transkription aller viralen RNA-Molekiile, die in das Zytoplasma transportiert werden (5 und 6). Das
pragenomische RNA-Molekiil (pgRNA) dient als Schablone zur Translation des C- und P-Proteins (7).
Ein spezifisches Verpackungssignal (€) der pgRNA vermittelt die Umbhiillung des Pragenoms. Innerhalb
des Nukleokapsids erfolgt dann die reverse Transkription der prigenomischen RNA durch die virale
Polymerase (8) und die virale DNA kann nachfolgend entweder nochmals in den Zellkern geschleust
werden (9) oder von den Hiillproteinen verpackt werden (10). Die Viren verlassen die Zelle {iber den
sekretorischen Weg. Schwarze Pfeile markieren Transportwege, griine Pfeile kennzeichnen
Syntheseschritte.
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Die cccDNA dient nachfolgend als Schablone fiir die Transkription aller viralen RNA-
Molekiile durch die wirtseigene RNA-Polymerase. Hierbei gibt es jedoch eine Besonderheit.
Wihrend DNA-Viren normalerweise von ithrem Genom mRNAs nur zur Synthese viraler
Proteine transkribieren, die genomische DNA parallel dazu iiber DNA-Polymerasen
replizieren und schlieBlich in Virusproteine verpacken, erfolgt die Replikation der HBV-DNA
iiber eine RNA-Zwischenstufe (Abb. 3, (5)). Diese pragenomische RNA (pgRNA), die durch
die zellulare RNA-Polymerase II transkribiert wird, ist durch terminale Redundanz mit 3,5 kb
langer als das eigentliche HBV-Genom (Enders et al., 1985). Sie dient als Schablone zur
reversen Transkripition durch das virale P-Protein (Summers und Mason, 1982). Daneben
werden tiber den praS1-, praS2/S- und X-Promotor drei subgenomische mRNA-Moleliile (2,4
kb, 2,1 kb und 0,7 kb) gebildet und in das Zytoplasma transportiert (Abb. 3, (6)). Alle viralen
Transkripte besitzen eine ,,Kappe“ (cap), werden nicht gespleiit und werden an einer
gemeinsamen Position innerhalb des C-Gens polyadenyliert, so daB sie ein gemeinsames 3’-
Ende besitzen. Die prigenomische RNA besitzt unterschiedliche Funktionen. Sie wird
einerseits im Zytoplasma zusammen mit der viralen Polymerase spezifisch in das neu
entstehende Nukleokapsid verpackt und dient andererseits als Schablone zur Translation der
praC-, C- und P-Proteine (Abb. 3, (7)). Das grof3e Hiillprotein (L) wird von der 2,4 kb mRNA
translatiert, das mittlere (M) und das kleine (S) Hiillprotein von der 2,1 kb mRNA. Das S-
Protein kann jedoch auch vom 2,4 kb-Transkript translatiert werden (Cattaneo et al., 1983).
Die 0,7 kb mRNA dient als Matrize fiir das X-Protein.

Die Verpackung der pgRNA wird {iber ein spezifisches Verpackungssignal vermittelt. Das
Signal besteht aus einer Sequenz am 5’-Ende der pgRNA, die als € bezeichnet wird (etwa 100
Nukleotide) und eine Schleifenstruktur ausbildet (Junker-Niepmann et al., 1990). Wegen der
terminalen Redundanz der pgRNA befindet sich das e-Signal an beiden Enden der
genomischen RNA. Jedoch ist nur das €-Signal am 5’-Ende funktionell aktiv. Dies scheint zu
erkldren, warum nur pgRNA verpackt wird, da auch die subgenomischen mRNAs an ihrem
3’-Ende ein e-Signal besitzen. Die Verpackung des Genoms beginnt mit der kovalenten
Bindung des P-Proteins an das e-Signal. Dabei scheinen zelluldre Chaperone (Hsp90, Hsp70,
p23) eine wichtige Rolle zu spielen (Hu und Seeger, 1996; Hu et al., 1997). Danach erfolgt
die Assoziation von C-Proteinen mit dem P-e-Komplex und eine vollstindige Umhiillung des
Priagenoms. Der Ablauf dieses Prozesses ist noch weitgehend ungeklirt. Es konnte jedoch
gezeigt werden, dall das C-Protein sich unabhédngig von der pgRNA zu Kapsiden

zusammenlagern kann (Roossinck et al., 1986; Birnbaum und Nassal, 1990). Dabei erfolgt
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der Zusammenbau iiber Dimer-Intermediate, die bei einer Schwellenkonzentration von etwa

1uM sich spontan zu Kapsiden zusammenlagern (Zhou et al., 1992; Seifer et al., 1993).

R R

a) Cap- -m‘ﬁ —————————————————— =1 -t f— -An
b) Cap- -é 5# —————————————————— - H-- - Ay
¢) Cap- -mf— —————————————————— —— -An
d) Cap__mfﬁ_____f___—m—@

r r

1

e) Cap—_-% m@

r r
f) —'_|LT_: m'@

2) Q

Abb. 4: Reverse Transkription des HBV-Genoms.

Die priagenomische RNA (pgRNA, gestrichelte Linie) besitzt am 5'-Ende ein "Cap" und ist am 3'-Ende
polyadenyliert. Sie besitzt eine lange terminale Redundanz (R) und zwei Sequenzwiederholungsbereiche
(DR1 und DR2, entsprechend nummerierte Rechtecke). Weiterhin besitzt sie zwei terminale e-Signale.
Die virale Polymerase (P) startet die reverse Transkription am 5'-e-Signal und bildet eine Minusstrang-
DNA von etwa 3-4 Nukleotiden (b). Dann werden P und die kovalent-assoziierte DNA zur 3'-Kopie von
DRI transloziert und die Minusstrangsynthese wird fortgefiihrt (c). Gleichzeitig wird die pgRNA durch
die RNaseH-Aktivitdt von P abgebaut (d). Am 5'-Ende verbleibt jedoch ein RNA-Oligomer, bestehend
aus einer kurzen terminalen Redundanz (r) und DR1 (e). Dieses Oligomer wird transloziert und lagert
sich an DR2 an, wo es als Primer fiir die Plusstrangsynthese dient (f). Die Plusstrangsynthese schreitet
zunédchst bis zum 5'-Ende des Minusstrangs fort und beinhaltet somit r. Letztlich erfolgt eine
Zirkularisierung, vermittelt durch r und den DR-Sequenzwiederholungen, so da3 die Plusstrangsynthese
fortgesetzt werden kann (g). Abbildung modifiziert nach Ganem (1996).

Innerhalb des Nukleokapsids erfolgt dann die reverse Transkription der pragenomischen RNA
durch die virale Polymerase (Abb. 3, (8)). Essentiell fiir diesen ProzeB sind zwei 11 bp lange
Sequenzwiederholungen, DR1 und DR2. DR1 befindet sich innerhalb des terminalen
Redundanzbereiches (R), DR2 befindet sich etwa 200 Nukleotide abwérts von DR1 (Abb. 2).
Das P-Protein initiiert die reverse Transkription am 5’-g-Signal, indem die Seitenkette eines
Tyrosinrestes innerhalb von P als Primer dient (Abb. 4, b) (Weber et al., 1994; Zoulim und
Seeger, 1994). Diese Initiation am e-Signal erzeugt ein Oligonukleotid von etwa 4

Nukleotiden innerhalb von DR1 (Wang und Seeger, 1992). Daraufthin wird die Polymerase
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und das kovalent-assoziierte DNA-Fragment zur 3’-Kopie von DR1 transloziert und es erfolgt
die Elongation bis zum Ende der RNA-Schablone (Abb. 4, c¢). Es entsteht somit eine Minus-
Strang DNA mit einer terminalen Redundanz von etwa 8 Nukleotiden, die als ,,r* bezeichnet
wird (Abb. 4, ¢). Wihrend der Minus-Strang-Elongation wird die pgRNA durch die RNaseH-
Aktivitit des P-Proteins abgebaut, wobei ein Oligomer, bestehend aus r und DR1 erhalten
bleibt (Abb. 4, d und e) (Summers und Mason, 1982; Radziwill et al., 1990). Dieses RNA-
Oligomer wird nachfolgend transloziert und lagert sich an DR2 an, wo die Plus-Strang-
Synthese initiiert wird (Abb. 4, f) (Seeger et al., 1986). Die Plus-Strang-Synthese verlduft bis
zum 5’Ende der Minus-DNA-Schablone und beinhaltet somit den r-Bereich. Der r-Breich des
Plus-Strangs lagert sich schlieBlich an das r-Segment am 3’-Ende des Minus-Strangs an und
bewirkt somit eine Zirkularisierung des Minus-Strangs (Abb. 4, g). Der Plus-Strang kann nun
weiter synthetisiert werden, wobei die Elongation jedoch vor Erreichen des Endes abbricht.
Dadurch bleibt das Genom nur partiell doppelstridngig, eine Besonderheit der Hepadnaviren.

Zytoplasmatische Nukleokapside, welche die reife Virus-DNA beinhalten, assoziieren im
Anfangsstadium der Infektion wiederum mit der Kernpore und entlassen ihre DNA in das
Kernlumen (Abb. 3, (9)). Dadurch entsteht zunachst eine Anhdufung der cccDNA, wodurch
eine stabile Infektion der Zielzelle erreicht wird (Tuttleman et al., 1986). Erst im spéteren
Ablauf der Infektion werden auch die Hiillproteine synthetisiert, die dann eine Verpackung
der Nukleokapside herbeifiihren (Abb. 3, (10)). Reife Viren werden dann von der infizierten

Zelle sezerniert, was zur Ausbreitung des Virus im Gewebe fiihrt.
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2. Die HBV-Hiillproteine und ihre Rolle bei der

Virusmorphogenese

Wie oben dargelegt, werden alle HBV-Hiillproteine von einem offenen Leserahmen kodiert.
Drei unterschiedliche Startstellen und ein gemeinsames Stopkodon fiithren dazu, daf3 die
Hiillproteine einen einheitlichen C-Terminus besitzen. Folglich findet sich die Sequenz des S-
Proteins (226 Aminoséuren (AS)) auch am C-Terminus des M- und L-Proteins wieder (Abb.
5). Das M-Protein besitzt eine N-terminale Extension von 55 Aminoséduren, die als praS2-
Region bezeichnet wird, wéhrend das L-Protein N-terminal nochmals um 108 Aminosduren
(Subtyp ayw) vergroBert ist. Diese Domine wird als praS1-Region bezeichnet. PraS1 und
praS2 zusammen bilden die praS-Region des L-Proteins (Heermann et al., 1984).

Die drei Hiillproteine werden als polytope Transmembranproteine an der Membran des
Endoplasmatischen Reticulums (ER) synthetisiert (Eble et al., 1986; Eble ef al., 1990). Die
Integration in die ER-Membran erfolgt mittels hydrophober Transmembranregionen innerhalb
der S-Doméne. Sequenzanalysen des S-Proteins wiesen drei hydrophobe Regionen auf (AS 8-
28, AS 79-100 und AS 160-220), die durch zwei hydrophile Bereiche getrennt sind (Stirk, et
al., 1992). Mutationsanalysen wiesen nach, dafl die beiden N-terminalen hydrophoben
Doménen die Membraninsertion und die Topologie des S-Proteins bestimmen (Eble et al.,
1987; Bruss und Ganem, 1991a; Prange ef al., 1992). Die Anlagerung an die ER-Membran
wird durch das erste hydrophobe Segment (Signal I) vermittelt. Signal I stellt eine interne
Signal-Anker-Sequenz dar. Die zweite hydrophobe Region (Signal II) ist ein komplexes
topogenes Element, welches das Protein in der Membran verankert und gleichzeitig eine
Translokation C-terminaler Bereiche in das ER-Lumen herbeifiihrt. Folglich ist die erste
hydrophile Schleife (zwischen Signal I und II) im Zytoplasma lokalisiert (entspricht dem
Virusinneren), wahrend die zweite hydrophile Schleife in das ER-Lumen ragt (entspricht der
Virusoberfliache) (Abb. 6) (Stirk, ef al., 1992). Das Modell dieser Topologie wird durch den
Gebrauch potentieller N-Glykosylierungsstellen unterstiitzt. Wéhrend die Konsensussequenz
(Asn-His-Ser, AS 59-61) innerhalb der ersten Schleife nicht modifiziert wird, findet eine N-
Glykosylierung an Position AS 146 innerhalb der zweiten Schleife statt (Asn-Cys-Thr, AS
146-148). Modifiziert wird jedoch nur etwa die Hélfte der S-Molekiile (Heermann et al.,
1984; Patzer et al., 1984). Die Transmembranstruktur des C-terminalen hydrophoben
Bereiches wurde experimentell noch nicht untersucht. Aufgrund von Computer-unterstiitzter

Strukturanalysen wurden jedoch zwei a-helikale Transmembrandoménen vorhergesagt, so
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daB neben dem N-Terminus auch der C-Terminus in das ER-Lumen ragt (Abb. 6) (Berting et
al., 1995).

praS1 praS2 S
ORF | [ [ |
1 108/1  55/1 226

S NOT 20 ISl
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M N| [ & R ¥ X N

>
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Abb. 5: Struktureller Aufbau der HBV-Hiillproteine.

Das grofie (L), mittlere (M) und kleine (S) Hiillprotein werden von einem einzigen offenen Leserahmen
(ORF) kodiert. Die Translation erfolgt von drei unterschiedlichen Startstellen (Pfeile), die im gleichen
Leseraster liegen. Die HBV-Hiillproteine stellen koterminale Proteine dar, d.h. sie besitzen eine
einheitliche C-terminale Aminosduresequenz, wobei es sich hierbei um die Sequenz des S-Proteins
handelt (grau). Das S-Protein umfafit 226 Aminoséduren und wird partiell N-glykosyliert ((¥)). Weiterhin
wurden fiir das S-Protein vier Transmembrandomdnen vorgeschlagen (entsprechend nummerierte
Rechtecke). Das M-Protein weist gegeniiber dem S-Protein eine N-terminale Erweiterung von 55
Aminosduren auf, die als prdS2-Domine bezeichnet wird. Die prdS2-Domidne von M wird N-
glykosyliert (¥). Das L-Protein weist zusétzlich zu praS2 eine N-terminale Erweiterung von 108
Aminosduren (Subtyp ayw) auf, die als prdS1-Domine bezeichnet wird. Fiir die prdS-Region des L-
Proteins sind potentielle Trypsinspaltstellen angezeigt (R = Arginin, K = Lysin).

Im Gegensatz zur S-Domine besitzt der praS-Bereich keine Signalsequenzen (Eble et al.,
1990; Ostapchuk et al., 1994). Daher werden sowohl das M- als auch das L-Protein mittels
der Signalsequenzen innerhalb der S-Region in die ER-Membran inseriert. Im Fall des M-
Proteins fiihrt dies zu einer kotranslationalen Translokation der priS2-Doméne in das ER-
Lumen, wodurch eine S-dhnliche Topologie entsteht (Abb. 6). Die praS2-Doméne wird
wiéhrend ihrer kotranslationalen Translokation am Asparaginrest der Aminosdureposition 4
(Asn4) N-glykosyliert. In der viralen Hiille finden sich folglich M-Proteine, die
einfachglykosyliert sind (Asn4) und solche, die durch partielle Glykosylierung an Asn146
innerhalb der S-Region, zweifach N-glykosyliert sind. Die N-glykosylierte praS2-Region
interagiert im Lumen des ER mit dem zelluldren Chaperon Calnexin (Werr und Prange,
1998). Das M-Protein wird zusdtzlich innerhalb des Serin/Threonin-reichen Bereiches

zwischen Aminosduren 27 und 47 O-glykosyliert (Werr und Prange, 1998).
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Abb. 6: Die transmembrane Topologie der HBV-Hiillproteine in der ER-Membran.

Im oberen Teil der Abbildung sind Modelle der S- und M-Topologie dargestellt. Die vier
Transmembrandoménen des S-Proteins (1-4) verankern das Protein in der Membran. N- und C-
Terminus weisen in das Lumen des ER. Die prdS2-Doméne des M-Proteins (orange) wird
kotranslational in das ER-Lumen transloziert. Das L-Protein (im unteren Teil der Abbildung) wird
ebenfalls durch die Transmembrandoménen innerhalb seiner S-Region in der ER-Membran verankert.
Nach der Synthese ist seine prdS1- (griin) und prdS2-Region (orange) zunichst zytoplasmatisch
orientiert (links). In einem Reifungsprozef3 transloziert dann etwa die Halfte der L-Molekiile die praS-
Domine posttranslational zur luminalen Seite der Membran. Das L-Protein besitzt folglich im reifen
Zustand eine duale Topologie.

Im Gegensatz zu M und S besitzt das L-Protein eine auBergewohnliche duale
Membrantopologie, da seine N-terminale prdS-Doméne sowohl auBlerhalb, als auch innerhalb
der viralen Hiillmembran lokalisiert ist (Bruss et al., 1994; Ostapchuk et al., 1994; Prange und
Streeck, 1995). Die ungewohnliche duale L-Topologie wird durch einen bisher noch nicht
verstandenen Prozel3 partieller, posttranslationaler praS-Translokation iiber intrazelluldre
Membranen erreicht. Das heillt, zum Zeitpunkt der Synthese und der Membranintegration
befindet sich die prdS-Region innerhalb des Zytosols (Abb. 6, i-prdS = interne Orientierung).
Erst im Laufe der Zeit transloziert etwa die Hélfte der L-Molekiile die praS-Doméne
posttranslational durch die Membran (Abb. 6, e-prdS = externe Orientierung). Die duale
Topologie von L wird auch in der Hiille sezernierter Viren beibehalten und erlaubt es dem L-
Protein, multiple Funktionen auszuiiben. Wéhrend die i-prdS-Form fiir die Umhiillung der
Nukleokapside essentiell ist (Bruss und Vieluf, 1995), ist die externe praS-Orientierung (e-
praS) an der Bindung des Rezeptors auf der Hepatozytenoberflache beteiligt (Neurath et al.,

1986). Da die Translokation der prdS-Doméne des L-Proteins posttranslational erfolgt, wird
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keine der beiden potentiellen N-Glykosylierungsstellen (Asn4 in praS1 und Asn4 in praS2)
der praS-Region modifiziert. L wird dhnlich wie das S-Protein partiell innerhalb der S-
Doméne glykosyliert, so dal nichtglykosylierte und einfachglykosylierte L-Proteine in der
Virushiille vorkommen. Die praS1-Region wird zusitzlich kotranslational durch Anheftung
einer Myristinsdure an Aminosdureposition 2 (Gly2) modifiziert (Persing et al., 1987). Die
Myristylierung bewirkt eine Assoziation der prdS-Region mit der ER-Membran, besitzt
jedoch keinen Einflufl auf die duale Topologie von L (Prange und Streeck, 1995). Zur
Ausbildung der dualen Topologie von L sind keine anderen viralen Komponenten notwendig
(Prange und Streeck, 1995). Jedoch fiihrt eine Deletion des Aminosdurebereiches 70 bis 94
innerhalb der prdS1-Region von L zu einer kotranslationalen praS-Translokation und folglich
zu einer einheitlichen externen Orientierung (Prange und Streeck, 1995; Loffler-Mary et al.,
1997). In vitro-Studien konnten zeigen, dall diese praS1-Sequenz spezifisch mit dem
zytosolischen Chaperon Hsc70 interagiert (Loffler-Mary et al., 1997). Ob Hsc70 eine Rolle
bei der posttranslationalen praS-Translokation spielt, ist noch offen. Ein Modell, das aufgrund
von Computeranalysen zur Struktur des S-Proteins postuliert wurde, erkliart den
eigentiimlichen Translokationsmechanismus von L mittels eines hydrophilen
Transmembrankanals, der durch Dimerisierung der amphipathischen Transmembrandoméinen
1, 3 und 4 der S-Region gebildet wird (Berting et al., 1995). Unterstiitzt wird dieses Modell
durch den Befund, daB3 die Hiillproteine innerhalb des ER sowohl Homo- als auch
Heterodimere ausbilden (Wunderlich und Bruss, 1996) und sich mittels Disulfidbriicken
weiter zu Oligomeren zusammenlagern konnen (Huovila et al., 1992; Mangold und Streeck,
1993; Mangold et al., 1997).

Bei der Virusmorphogenese iibt das L-Protein essentielle Funktionen aus. Wie oben
dargelegt, ist es entscheidend an der Interaktion mit dem viralen Kapsid und der damit
verbundenen Verpackung beteiligt. Mutationsanalysen konnten zeigen, daf3 eine kurze C-
terminale Sequenz innerhalb der praS1-Region (AS 92-108) und ein N-terminaler Bereich der
prdaS2-Doméne (AS 1-5) fiir die Kapsidverpackung und die damit verbundene
Virusentstehung essentiell sind (Bruss und Thomssen, 1994; Bruss und Vieluf, 1995; Bruss,
1997; Le Seyec et al., 1998). In vitro-Bindungsstudien konnten weiterhin eine Sequenz
innerhalb der ersten zytosolischen Schleife der S-Region (AS 56-80) als potentielle
Interaktionsregion mit dem Kapsid identifizieren (Poisson ef al., 1997). Weiterhin konnte
gezeigt werden, da3 das S-Protein neben L fiir die Virusmorphogenese bendtigt wird (Bruss
und Ganem, 1991b; Ueda ef al., 1991), und dal es neben L beim Verpackungsprozef beteiligt

ist (Loffler-Mary et al., 2000). Informationen iiber den intrazelluldren Ort, sowie {liber die
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Mechanismen der eigentlichen Umbhiillung und Knospung der Viren sind bisher nur in
unzureichendem Malle vorhanden. Elektronenmikroskopische Untersuchungen legen nahe,
daB die Knospung an der ER-Membran stattfindet (Kamimura et al., 1981; Roingeard et al.,
1990).

Das M-Protein scheint sowohl fiir die Virusbildung als auch fiir die Infektion entbehrlich zu
sein (Bruss und Ganem, 1991b; Santantonio et al., 1992; Fernholz et al., 1993). Folglich
finden sich im Verlauf von Infektionen, die mit Interferon (INF) behandelt werden, héufig
HBV-Varianten mit Defekten in der M-Proteinexpression, welche als alleinige
Viruspopulation persistieren konnen (Gerken ef al., 1991; Santantonio et al., 1992; Fernholz
et al., 1993; Gerner et al., 1998). Welche Rolle das M-Protein im Lebenszyklus des Hepatitis-

B-Virus spielt, ist zur Zeit offen.

3. Die Biogenese von Membranproteinen

Wie oben dargelegt, wird das L-Protein am Translokon der ER-Membran synthetisiert. Bei
der Ausbildung seiner Struktur spielen sowohl kotranslationale als auch posttranslationale
Prozesse eine Rolle (Prange und Streeck, 1995). Diese werden mittels unterschiedlichster
topogener Signale gesteuert. Um die Grundlagen der unterschiedlichen Mechanismen
verstehen zu konnen, soll nachfolgend kurz das Translokon selbst und seine Funktionsweise
vorgestellt werden. Eine ausfiihrliche Ubersicht bieten die Artikel von Johnson und van Waes

(1999) und Matlack und Mitarbeitern (1998).

3.1 Die Struktur des Translokons und seiner Komponenten

Schon im Jahr 1975 haben Giinther Blobel und Bernhard Dobberstein die Hypothese
aufgestellt, dal sekretorische Proteine eukaryotischer Zellen durch einen wiBrigen Kanal,
bestehend aus integralen Membranproteinen, innerhalb der ER-Membran transloziert werden
(Blobel und Dobberstein, 1975a; Blobel und Dobberstein, 1975b). Doch erst 16 Jahre spéter
wurde diese Hypothese bewiesen (Simon und Blobel, 1991). Der Begriff ,,Translokon* als
Ort, an dem Translokation und Integration von Membranproteinen stattfinden, wurde 1986
von Walter und Lingappa (1986) geprigt. Es zeigte sich nachfolgend, dall dieser Kanal aus
einem Kernkomplex besteht, der von drei unterschiedlichen Proteinen aufgebaut wird
(Sec61a, Sec61P, Sec61Y). Sec61a besitzt eine molekulare Masse von etwa 40 kDa und weist

zehn Membrandurchgéinge auf, widhrend Sec61P und Sec6ly eine GroBe von 12,
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beziehungsweise 10 kDa besitzen und jeweils nur ein C-terminales Transmembransegment
beinhalten (Gorlich et al., 1992b; Gorlich und Rapoport, 1993). Im Translokon sind zwei oder
drei Sec61-Trimere vereint (Hanein et al., 1996; Beckmann et al., 1997, Wang und
Dobberstein, 1999). Weiterhin gehort zu diesem Kernkomplex des Translokons das TRAM-
Glykoprotein, welches die Membran wenigstens sechsfach durchspannt. Mit diesen
Komponenten kann in vitro eine Proteintranslokation rekonstituiert werden, weshalb sie zum
sogenannten Kernkomplex gezihlt werden (Gorlich und Rapoport, 1993). Eine Reihe weiterer
Proteine sind mit dem Translokon assoziiert. Dazu zdhlen der Signalpeptidase-Komplex
(SPC), bestehend aus fiinf Untereinheiten (Evans et al., 1986), der Oligosaccharyl-
Transferase-Komplex (OST), bestehend aus wenigstens sieben Untereinheiten (Reiss et al.,
1997), das Ribosom-assoziierte Membranprotein (RAMP4) und der Translokon-assoziierte
Membran-Komplex (TRAP, zuvor SR = signal recognition particle (SRP) receptor),
bestehend aus vier Untereinheiten (Hartmann ef al., 1993).

Kreuzvernetzungsstudien (cross-linking) haben nahe gelegt, dall das Innere der Pore
wesentlich durch Sec61a ausgekleidet wird (High et al., 1993; Mothes et al., 1994). Auch
TRAM besitzt Kontakt zum Innenraum der Pore, wobei nicht klar ist, ob dieser Kontakt
permanenter, oder transienter Natur ist (Krieg ef al., 1989; Gorlich et al., 1992a). Dem
TRAM-Protein wurde weiterhin eine Rolle bei der Erkennung von Transmembrandoménen
und deren Integration in die Membran zugeschrieben (Do et al., 1996). Wihrend der
Proteintranslokation betriigt der Porendurchmesser des Translokons 40-60 A (Hamman et al.,
1997) und der duBere Durchmesser etwa 110 A (Hanein et al., 1996; Beckmann et al., 1997).
Nach Beendigung der Translokation und dem Abldsen des Ribosoms betrdgt der innere
Durchmesser nur 9-15 A, wobei der duBere Durchmesser nahezu unverindert bleibt (Hamman
et al., 1998). Die Existenz einer Pore mit solcher GroBe wirft die Frage auf, wie die ER-
Membran als Permeabilitidtsbarriere erhalten bleibt. Es zeigte sich, dal wihrend der
Translokation eines Proteins das Ribosom einen dichten Verschlu3 der Pore gewihrleistet
(Crowley et al., 1994). Nach dem Abldsen des Ribosoms scheint das Translokon wesentlich
durch das Chaperon BiP verschlossen zu werden, das im Lumen des ER lokalisiert ist
(Hamman et al., 1998). Das Translokon ist folglich auch im nichtfunktionellen Zustand als
Einheit erhalten. Uber den Zusammenbau und die Regulation des Translokons ist bisher
wenig bekannt. Es wurde beschrieben, dall Sec6loa kotranslational in die ER-Membran
eingelagert wird (Knight und High, 1998). Weiterhin ist bekannt, dal TRAM als auch Sec613
phosphoryliert werden (Gruss et al., 1999). Die Phosphorylierung ist Calcium-abhéngig und

spielt moglicherweise eine Rolle bei der Regulation des Translokons. Warum die
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Komponenten des Translokons nicht sezerniert werden (sie besitzen keine bisher bekannten
ER-Retensionssignale), ist offen. Sec61-Komponenten konnten kiirzlich auch im
Intermedidren Kompartiment (IC) nachgewiesen werden (Greenfield und High, 1999).

In Hefezellen (Saccharomyces cerevisiae) wurde beobachtet, daBl Proteine auch
posttranslational in das ER-Lumen transportiert werden kénnen (Hansen und Walter, 1988;
Brodsky et al., 1995). Es zeigte sich, dal} diese posttranslationale Translokation mit Hilfe
eines heptameren Sec-Komplexes erreicht wird. Dieser Komplex besteht aus Sec61p (Sec61a,
Sec61 und Sec61y) und dem Sec62-Sec63-Komplex, der wiederum aus vier Polypeptiden
(Sec62p, Sec63p, Sec71p und Sec72p) aufgebaut ist (Panzner ef al., 1995). In Gegenwart des
luminalen Chaperons Kar2p (BiP) ist dieser Komplex ausreichend, um in vitro eine
posttranslationale Proteintranslokation durchzufiihren. Sec62p durchspannt die Membran
zweifach, Sec63p dreifach. Sie besitzen beide ausgedehnte C-terminale, zytoplasmatische
Doménen. Sec71p ist ein Glykoprotein mit einer Transmembrandoméne, wéhrend Sec72p
peripher mit der Membran assoziiert ist (Corsi und Schekman, 1996; Rapoport et al., 1996;
Matlack et al., 1998). Sec63p beinhaltet eine sogenannte DnaJ-Homologie-Domine, die im
ER-Lumen fiir die Interaktion mit Kar2p verantwortlich ist (Sadler et al., 1989).
Zusammenfassend zeigen die beschriebenen Befunde, dall das Translokon der ER-Membran
ein hochmolekularer Proteinkomplex aus multiplen Untereinheiten ist, der eine regulierbare

Transmembranpore ausbildet.

3.2 Translokation und Integration an der Membran des

Endoplasmatischen Reticulums

Wie oben dargelegt, beginnt die Synthese des HBV L-Proteins mit der kotranslationalen
Integration seiner S-Domine in die ER-Membran. Ahnlich wie bei anderen
Membranproteinen startet die Synthese zunédchst an freien Ribosomen im Zytosol. Erst die
Translation einer Signalsequenz fiihrt zur Bindung eines Signal-Erkennungs-Partikels (SRP =
signal recognition particle), der durch die Interaktion mit seinem spezifischen Rezeptor auf
der ER-Membran (TRAP/SR, s.o.) die Bindung des Ribosoms an das Translokon herstellt
(Walter und Johnson, 1994). Nach dieser Bindung befindet sich die Proteinkette in einem
wéBrigen ,,Kompartiment®, das weder vom Zytosol noch vom ER-Lumen her zugénglich ist
(Crowley et al., 1994; Hamman et al., 1998). BiP 6ffnet das Translokon innerhalb des
Lumens bei einer Kettenldnge von etwa 70 Aminosduren (Crowley et al., 1994), und das
Poreninnere vergroBert sich. Das Protein wird nachfolgend aus dem Ribosom durch das

Translokon, in das ER-Lumen synthetisiert und transportiert. Membrandoménen eines
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Transmembranproteins werden dabei jedoch lateral in die Lipidschicht entlassen (Martoglio et
al., 1995; Mothes et al., 1997). Dieser Prozel3, der noch sehr unvollstindig verstanden ist,
beinhaltet auch die Orientierung der Transmembrandominen innerhalb der Lipidschicht.
Transmembranproteine mit einer einzigen Membrandomadne werden wesentlich nach der
Orientierung des N-Terminus (zytosolisch oder luminal) und nach der Art ihrer Signalsequenz
(spaltbar oder nichtspaltbar) unterschieden (High und Dobberstein, 1992; Bechinger, 2000).
Bevor eine Transmembrandoméne jedoch in die Membran eingebaut werden kann, muf3 sie
als solche erkannt werden. Es zeigte sich, da3 die Erkennung schon innerhalb des Ribosoms
erfolgt, wahrscheinlich von einer unpolaren Oberfliche im Ribosomentunnel (Liao et al.,
1997). Die Erkennung der Transmembrandomine bewirkt eine Reihe von
Strukturverdanderungen, die dazu fithren, dafl das Translokon nun nicht mehr translozierend,
sondern vielmehr integrierend wirkt. Dazu zahlt der Verschluf3 der luminalen Porenseite (an
diesem ProzeB ist BiP nicht beteiligt) und die Offnung der festen Ribosom-Translokon-
Verbindung (Liao ef al., 1997). Doch auch das Translokon muf3 die Transmembrandomaine
erkennen, um die Positionierung und laterale Entlassung in die Lipidschicht gewihrleisten zu
konnen. Wie dies geschieht, ist bisher nicht bekannt.

Die Orientierung einer Transmembrandomine (N-Terminus zytosolisch oder luminal) wird
durch mehrere Faktoren beeinfluflit. Dazu zéhlt die Verteilung geladener Aminosduren an den
Grenzbereichen der Transmembrandomine. Positive Ladungen verbleiben eher im
Zytoplasma (von Heijne, 1994). Weiterhin spielen die Lange des hydrophoben Bereiches und
die Faltungseigenschaften des N-terminalen Bereiches eine Rolle (Denzer et al., 1995; Spiess,
1995). Durch welche Komponenten des Translokons die Orientierung einer
Transmembrandomine herbeigefiihrt wird, ist unklar. Strittig ist ebenfalls die Frage, ob bei
einem Protein mit mehreren Transmembranbereichen diese sequenziell in die Membran
integriert werden, oder ob sie sich zundchst im Translokon sammeln, orientieren und dann
gemeinsam in die Membran entlassen werden (Martoglio et al., 1995; Borel und Simon, 1996;
Do et al., 1996, Mothes et al., 1997).

Die beschriebenen Prozesse und offenen Fragen lassen erkennen, dafl das Translokon extrem
vielfdltige Funktionen ausiiben mufl. Dies setzt nicht nur die Fihigkeit zu multiplen
strukturellen Veranderungen voraus, sondern vor allem eine komplexe Regulation, iiber die

bislang noch wenig bekannt ist.
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4. Zielsetzung

Im Mittelpunkt der Untersuchungen dieser Arbeit stand das groBe (L) Hiillprotein des
Hepatitis-B-Virus und seine auBlergewohnliche duale Topologie, die mittels partieller
posttranslationaler praS-Translokation entsteht. Die Orientierung der praS-Region sowohl im
Zytosol als auch im ER-Lumen, spielt eine Schliisselrolle bei der Virusmorphogenese von
HBYV, da sie nicht nur fiir die Bildung infektioser Viren, sondern auch fiir die Aufnahme des
Virus in die Leberzelle essentiell ist. Der Mechanismus der partiellen posttranslationalen
praS-Translokation des L-Proteins blieb bisher jedoch noch vollig unverstanden. Ebenso war
auch das intrazellulire Kompartiment, an dem die prdS-Reorientierung stattfindet, nicht
bekannt.

In der vorliegenden Arbeit sollten folglich sowohl die intrazellulére Lokalisation als auch der
Mechanismus der posttranslationalen préS-Translokation des L-Proteins charakterisiert
werden. Als Ansatzpunkt diente zundchst die Hypothese eines HBV-spezifischen
Transmembrankanals, der moglicherweise durch Oligomerisierung des S-Proteins entstehen
konnte (Berting et al., 1995; Stirk et al., 1992). Es sollte geklart werden, ob S- und eventuell
M-Hiillproteine fiir die Translokation der praS-Domine des L-Proteins bendtigt werden. Um
den Mechanismus der Translokation besser zu verstehen, sollten strukturelle Determinanten
des L-Proteins, die wesentlich die Ausbildung der dualen Topologie beeinflussen, mittels
Mutagenese entschliisselt werden. Dariliber hinaus sollte untersucht werden, ob
moglicherweise wirtseigene Komponenten an der Translokation der praS-Doméne beteiligt
sind. Da der ProzeB der posttranslationalen praS-Translokation in vitro bisher nicht
rekonstituiert werden konnte, sollte letztlich versucht werden, ein System etablieren, das eine

praS-Translokation in vitro ermoglicht.
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II.

1.

Material und Methoden

Material

In der vorliegenden Arbeit wurde der HBV-Subtyp ayw verwendet. Die Nummerierung der

Nukleotidsequenz erfolgt nach Galibert et al. (1979), wobei die singuldre EcoRI-

Res

1.1

triktionsschnittstelle des HBV-Genoms als Nummerierungsstartpunkt dient.

Zellinien

Prokaryonten:

e FEscherichia coli, DH5a, ATCC 53868

Eukaryonten:

1.2

Zur

COS7, Nierentumorzellinie der afrikanischen griinen Meerkatze, ATCC CRL-1651

Plasmide

transienten Proteinexpression in Sdugerzellen wurde das L-Gen in das Plasmid pNI2

(Israel et al., 1989) kloniert (pNI2.L) (Prange et al., 1991). Dieses Konstrukt diente als

Grundlage zur Herstellung unterschiedlicher L-Mutanten. Die Transkription der jeweiligen

Konstrukte steht unter der Kontrolle des humanen Metallothionein-Ila- (hMTIIa-) Promotors.

PNI2.Lya : Das HBV L-Gen wurde am 3’-Ende mit einem Influenzavirus Himagglutinin-
(HA-) Epitop (YPYDVPDYASL) markiert (Lambert und Prange, 2001).

pNI2.L/Ndelya : Um nachfolgende Klonierungsschritte zu erleichtern, wurde an Position
nt 830 eine Ndel-Restriktionsschnittstelle eingefiigt. Mittels PCR wurden vom Plasmid
pNI2.Lya zwei Fragmente amplifiziert (Fragment A mit dem 5’-Primer: 5°-
GTGAGAGGCCTGTATTTCCCTGCTGGTGGCTCCAGT-3" und dem 3’-Primer: 5°-
GGGTACATATGTACCCAAAGACAAAAGAAAATTGG-3’; Fragment B mit dem 5°-
Primer: 5’-GGGTACATATGTACCCATACGATGTTCC-3* und dem 3’-Primer: 5°-
CCAAACTCATCAATGTATCTTATCATG-3’), welche nach Ndel-Verdau ligiert
wurden (die Ndel-Erkennungssequenz ist jeweils unterstrichen). Dieses Fragment wurde
verwendet, um das Xhol-Nhel-Wildtyp-Fragment in pNI2.Lya zu ersetzen.

PNI2.L,ua : Um die gleichzeitige Expression der HBV M- und S-Hiillproteine im offenen
109

Leserahmen (ORF) von L zu unterbinden, wurden die entsprechenden Startkodons (Met

und Met'®") mutiert. Durch M13-Mutagenese wurde anstelle der Aminosdure Methionin
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jeweils ein Threonin eingefiigt (Loffler-Mary et al., 2000). Diese Situation findet sich
auch bei allen weiteren L,- (L"only"-)Konstrukten.

PNI2.LATM1y,4 : Deletion der Transmembrandomane TM1 (nt 180 — 249) (Lambert und
Prange, 2001).

PNI2.LATM2y, : Deletion der Transmembrandomane TM2 (nt 395 — 450) (Lambert und
Prange, 2001).

PNI2.LATM3/4g4 : Deletion der Transmembrandoménen TM3 und TM4 (nt 491 - 830)
(Lambert und Prange, 2001).

pNI2.LoATM3/4ASauy, : Zusitzliche Deletion des Sau-Fragmentes (nt 3052 - 3166)
(Prange und Streeck, 1995).

PNI2.LATM2/3/4g4 : Deletion der Transmembrandomédnen TM2, TM3 und TM4 (nt 387
- 830) (Lambert und Prange, 2001).

PNI2.LATM1/3/4g4 : Deletion der Transmembrandomidnen TM1, TM3 und TM4 (nt 180
- 249 und nt 491 - 830) (Lambert und Prange, 2001).

pNI2.LoATM1/3/4na : Mit dem 5’-Primer: 5’-CCTCCTCCAAGTCCCAGCGAACCC-
3’ und dem 3’-Primer: 5’-GTTCTCCATGTTCTGGCCAGGG-3" wurden vom Plasmid
pNI2.Loya das entsprechende Fragment amplifiziert und ein Mscl-Verdau durchgefiihrt.
Dieses ersetzte dann das Mscl-Fragment im Plasmid pNI2.LATM1/3/4ya, so daB3 folglich
nt 150-305 und nt 491-830 deletiert sind.

PNI2.LA150-163g4 : Deletion von nt 115-156 innerhalb der praS2-Region. Mittels PCR
wurden vom Plasmid pNI2.Lys zwei Fragmente amplifiziert (Fragment A mit dem 5’-
Primer: 5’-CCTCCTCCAAGTCCCAGCGAACCC-3’ und dem 3’-Primer: 5°-
GAAGATTGACGACATATGAGAGGCAG-3’; Fragment B mit dem 5’-Primer: 5°-
GACCCTGCGCTGCATATGGAGAAC-3> und dem  3’-Primer: 57-
CCAATCAATAGGCCTGTTAATAGG-3"), die nach Ndel-Verdau ligiert wurden (die
Ndel-Erkennungssequenz ist jeweils unterstrichen). Mit dem neuen Konstrukt wurde das
Xmal-Nhel-Fragment in pNI2.Lya ersetzt.

pNI2.L::MHVyj, : Ein chiméres Konstrukt, bestehend aus der HBV praS-Doméne und
den ersten beiden Transmembrandominen des M-Hiillproteins des Coronavirus Maus-
Hepatitis-Virus (MHV-A59) (Lambert und Prange, 2001).

pNI2.praS(d)S(h)ua : Ein chiméres Konstrukt, bestehend aus der DHBV praS-Doméne
und der HBV S-Region. Diese Mutante entstand, indem das Smal-Xbal-Fragment aus
pNI2.Lya durch das HindlIl1-Xbal-Fragment aus pSVD-H (Gerhardt und Bruss, 1995)

ersetzt wurde.
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Abb. 7: Schematische Darstellung der konstruierten HBV L-Mutanten.

Die unterschiedlichen Doménen der Proteine sind farblich unterschiedlich dargestellt. Die prdS1-Region
ist griin, die praS2-Region ist orange und die S-Region ist grau dargestellt. Transmembrandoméanen sind
als Vierecke innerhalb der S-Region gezeigt. Alle Proteine besitzen ein C-terminales HA-Epitop
(hellblau). In rot ist die DHBV S-Region dargestellt und in dunkelblau die DHBV pridS-Doméne. Die
Pfeile markieren Translationsstartstellen; ein rotes X zeigt eine Mutation dieser Startstelle an. Die
Zahlen tiber- und unterhalb der Schemata geben die Aminosiureposition der entsprechenden Bereiche
an. Dabei wird jede der drei Doménen mit "1" beginnend nummeriert.
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e pNI2.priaS(h)S(d)ua : Ein chimires Konstrukt, bestehend aus der HBV praS-Doméne und
der DHBV S-Region. Mittels PCR (5’-Primer: 5’-CCACTGAGAAAGCATATG
TCTGGT-3’; 3’-Primer: 5’-TTCTTATTCCATATGCTTGTAAAA-3’) wurde aus dem
DHBV26-Genom (Mandart ef al., 1984) ein Fragment amplifiziert, das nach Ndel-Verdau

in die Ndel-Schnittstelle von pNI2.praSya kloniert wurde.
e pNI2.priaSua : Durch PCR (5’-Primer: 5’~-CCTCCTCCAAGTCCCAGCGAACCC-3’, 3°-
Primer: 5’-TGTGATGTTCTCCATATGCAGCGC-3’) wurde die prdS-Region aus

pNI2.L amplifiziert. Das Fragment wurde mit Xmal und Ndel verdaut und ersetzte das

Xmal-Ndel-Fragment aus pNI2.L/Ndelya.

Zur Proteinexpression in vitro wurde der Vektor pSP64(polyA) (Promega) eingesetzt. Die

Transkription steht hierbei unter Kontrolle des SP6-RNA-Polymerase-Promotors. Es wurden

folgende Konstrukte verwendet:

e pSP64.S, pSP64.L und pSP64.Lo (Prange und Streeck, 1995)

1.3  Antikorper

e K37:

o K47:

e oHA-AK:
e oRab2:

e (58K:

o oPDI:

e oBIiP:

e oHsp70:

e (Hsc70:

polyklonales Kaninchenantiserum gegen HBsAg-Partikel

polyklonales Kaninchenantiserum gegen die praS1-Region von L
monoklonaler Maus-AK gegen das Himagglutinin (HA)-Epitop, (BabCO)
polyklonales Kaninchenserum gegen den C-Terminus des humanen Rab2
(P19-Protein) des intermedidren Kompartiments (IC), (sc-307, Santa Cruz
Biotechnology)

Monoklonaler Maus-AK gegen das 58K-Protein des Golgi-Komplexes
(Clone 58K-9, Sigma)

monoklonaler Maus-AK (1D3) gegen den C-Terminus (KDDDKAVKDEL)
der Protein-Disulfid-Isomerase (PDI) (eine freundliche Gabe von Stephen
Fuller, EMBL Heidelberg). Im Western-Blot erkennt der Antikdrper sowohl
PDI als auch crp55 (Calreticulin)

monoklonaler Maus-AK gegen den C-Terminus (KSEKDEL) des
Chaperons Grp78 (BiP) (SPA-827, StressGen)

monoklonaler Maus-AK, der sowohl konstitutiv-exprimiertes (Hsc73) als
auch induzierbares Hsp70 (Hsp72) erkennt (Clone BRM-22, Sigma)
monoklonaler Ratten-AK, spezifisch gegen das konstitutiv-exprimierte

Hsc70-Chaperon (Hsc73) (SPA-815, StressGen)
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e aHsp40: polyklonales Kaninchenserum gegen das Kochaperon Hsp40 (SPA-400,
StressGen)
e oCalnexin: polyklonales Kaninchenserum gegen den C-Terminus

(AEEDEILNRSPRNRKPRRE) von Calnexin (SPA-860, StressGen)

1.4 Losungen

e Brefeldin A (BFA, Sigma): 10 pg/ul in Ethanol, Lagerung bei -20°C

e Dithiothreitol (DTT, Roth): 1M in Aqua bidest., Lagerung bei 4°C

e N-Ethylmaleinimid (NEM, Sigma): 1M in Ethanol, Lagerung bei —20°C
e Digitonin (Sigma): 40 mg/ml in DMSO, Lagerung bei —20°C

2. Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

Die grundlegenden molekularbiologischen Methoden wurden in Anlehnung an Sambrook et
al. (1989) und Ausubel ef al. (1994) durchgefiihrt. Dazu zéhlen:

e das Anlegen von Bakterienkulturen in fliissigen und auf festen Kulturmedien
e Mini-, Midi- und Maxiprédparationen von Plasmid-DNA

e Reinigung und Konzentration von Plasmid-DNA aus wissrigen Losungen

e Fragmentierung von DNA mittels Restriktionsendonukleasen

e Manipulation der Enden linearer DNA-Fragmente

e Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarose-Gelelektrophorese

e Reinigung von DNA aus Agarosegelen

e Ligation von DNA-Fragmenten

e Transformation kompetenter E.coli-Zellen

e DNA-Sequenzierung nach Sanger et al. (Sanger et al., 1977)

e gerichtete Mutagenese unter Verwendung der Polymerase-Kettenreaktion

e Darstellung von Proteinen durch SDS-PAGE

e Proteintransfer auf Nitrozellulose-Membran (Western-Blot)

e Proteinnachweis durch verstirkte Chemilumineszenz (ECL)
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2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Kaultivierung von COS7-Zellen

COS7-Zellen wurden in Zellkulturmedium (Dulbecco’s modifiziertem Eagle’s Medium
(DMEM; GibcoBRL) unter Zugabe von 10% (v/v) fotalem Rinderserum (FCS; GibcoBRL),
100 U/ml Penicillin G (GibcoBRL), 100 pg/ml Streptomycin (GibcoBRL) und 1 mM
Natriumpyruvat (GibcoBRL) bei 37°C/5% CO, kultiviert. Zum Passagieren der Zellen
wurden sie fiir 1 Minute mit PBS/2,5 mM EDTA inkubiert, der Uberstand wurde
abgenommen und die Inkubation fiir weitere 5 Minuten fortgesetzt. Abschliefend wurden die
Zellen mit Zellkulturmedium abgelost, verdiinnt und in eine Gewebekulturflasche (Greiner)

uberfiihrt.

2.2.2 Transiente Expression in COS7-Zellen

COS7-Zellen wurden mittels Elektroporation transfiziert (Neumann et al., 1982). Dazu
wurden fiir einen Elektroporationsansatz 5x10° Zellen mit PBS/2,5 mM EDTA von der
Kulturplatte gelost (2.2.1) und in 1 ml HBS-Puffer (21 mM Hepes, 137 mM NaCl, 5 mM
KCl, 0,7 mM Na,HPO4, 6 mM Glukose, pH 7,05) resuspendiert. Nach Zugabe von 12 ug
Plasmid-DNA erfolgte die Elektroporation in einem ,,Cell-Porator* (GibcoBRL) bei 200 V,
1600 pF. Die Zellen wurden abschlieBend moglichst rasch in Zellkulturmedium
aufgenommen und in eine Gewebekulturschale mit einem Durchmesser von 10 cm (Greiner)

iiberfiihrt. Die transiente Proteinexpression erfolgte iiber 48-72 Stunden.

2.2.3 Brefeldin A-Behandlung von COS7-Zellen

Brefeldin A (BFA) wurde eingesetzt, um den Transport von Proteinen aus dem ER zu
blockieren. BFA inhibiert den GTP-Austausch bei verschiedenen Mitgliedern der ARF- (ADP
ribosylation factor-) Familie und hemmt die Bindung des zytosolischen Coatomer- (COPI-)
Komplexes an Golgi-Membranen. Es 16st letztlich eine schnelle Umverteilung des Golgi-
Apparates zum ER aus und blockiert somit den sekretorischen Protein-Transport aus dem ER
(Chardin und McCormick, 1999).

COS7-Zellen wurden durch Elektroporation transfiziert, in 20 ml Zellkulturmedium
aufgenommen und in einer Gewebekulturschale mit einem Durchmesser von 10 cm kultiviert.
Eine Stunde nach Transfektion wurden 2 pg/ml BFA (Sigma) dem Medium zugegeben. Neun
Stunden nach Transfektion wurde dann zusitzlich 1 png/ml BFA zugegeben und 22 bzw. 34
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Stunden nach Transfektion nochmals jeweils 2 pg/ml. Die Zellen wurden abschlieend nach

44 Stunden geerntet.

2.2.4 Metabolische radioaktive Proteinmarkierung

Die radioaktive Markierung von Proteinen erfolgt durch den Einbau radioaktiver
Aminosduren wahrend ihrer Synthese. Durch Immunprizipitation mit spezifischen
Antikorpern kann das Protein von Interesse aus dem Gemisch radioaktiv-markierter Proteine
isoliert werden.

COS7-Zellen einer Gewebekulturschale mit einem Durchmesser von 10 cm wurden 48
Stunden nach Transfektion zweimal mit PBS-Puffer gewaschen und fiir 30-40 Minuten mit 6
ml methioninfreiem Minimal Essential Medium (MEM, GibcoBRL) ohne FCS bei 37°C/5%
CO, kultiviert. AnschlieBend erfolgte eine Pulse-Markierung mit 300 pCi [*°S]
Methionin/Cystein (NEG-772 easytag'™ express protein labeling mix *°S, Perkin Elmer) in 1
ml MEM fiir 10-30 Minuten. Die Zellen wurden nach der Markierung entweder sofort
zweimal mit kaltem (4°C) TBS-Puffer (50 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl, pH 7,5) gewaschen
und geerntet, oder zweimal mit Zellkulturmedium gewaschen und fiir 10-45 Minuten (Chase-
Phase) in 6 ml Chasemedium (Zellkulturmedium mit je 15 pg/ml Methionin und Cystein)
weiterkultiviert. Die Analyse radioaktiv-markierter Proteine wurde nach SDS-PAGE mittels

eines Phosphorlmagers (Molecular Dynamics) durchgefiihrt.

2.2.5 Proteinexpression unter reduzierenden Bedingungen

Um die Bildung von Disulfidbindungen bei neu-synthetisierten Proteinen zu verhindern,
wurde eine Proteinexpression unter reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt. Hierzu wurden
die Proteine zunichst radioaktiv markiert (2.2.4, Pulse-Chase). In Abweichung dazu wurden
die Zellen zunichst mit Waschpuffer (PBS mit 0,9 mM Ca®" / 0,5 mM Mg>") gewaschen.
Zusitzlich wurde 5 Minuten vor und sowohl wihrend der gesamten Pulse- (10 Minuten) als
auch der gesamten Chase-Phase (20 Minuten) 10 mM Dithiothreitol (DTT, Roth) den
jeweiligen Medien zugesetzt. Nach erfolgter Markierung wurden die Zellen zweimal mit
kaltem (4°C) Stoppuffer (Waschpuffer mit 20 mM N-Ethylmalemid (NEM, Sigma)
gewaschen. Die Homogenisation der Zellen erfolgte ebenfalls unter Zugabe von 20 mM

NEM, um freie Sulthydrylgruppen zu blockieren.
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2.3 Nachweis und Charakterisierung von Proteinen

2.3.1 Proteaseschutzversuche

Mit Proteaseschutzversuchen konnen Struktur und Orientierung transmembraner Proteine
untersucht werden. Die Resistenz bzw. Sensitivitit von Proteindomdnen gegeniiber einer
proteolytischen Spaltung gibt hierbei Auskunft iiber die Ausrichtung bestimmter Bereiche
innerhalb eines Transmembranproteins.

Es wurde zunichst eine transiente Proteinexpression iiber 48 Stunden in COS7-Zellen
durchgefiihrt (2.2.2). Je nach Fragestellung wurde eine Pulse-Chase-Markierung der Proteine
angeschlossen (2.2.4). Es folgte eine Priparation intakter Mikrosomen. Dazu wurden die
Zellen auf Eis iiberfiihrt, zweimal mit kaltem (4°C) TBS-Puffer gewaschen und fiir 15
Minuten in 1 ml hypotonischem Puffer (0,1 x TBS) inkubiert. Die Zellen wurden
anschliefBend geerntet, 4 x durch eine feinporige Kaniile (25G) passagiert und in einem
,Dounce-Homogenisator 20 x homogenisiert. Danach wurde das Homogenisat auf 1 x TBS
eingestellt und ein postnukledrer Uberstand (PNS) durch Zentrifugation bei 1000 x g fiir 15
Minuten, 4°C gewonnen. Der PNS wurde auf ein 10%iges (w/v) Saccharose-Kissen in TBS
aufgeschichtet und in einem SW60-Rotor (Beckman) fiir 45 Minuten bei 200000 x g, 4°C
ultrazentrifugiert. Anschlieend wurde das mikrosomale Pellet in 1 ml TBS mittels 8-maliger
Passage durch eine 25G-Kaniile wiederum homogenisiert. Die Mikrosomenpraparation wurde

gedrittelt und entsprechend dem nachfolgendne Schema behandelt:

Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3
Mikrosomen 330 ul 330 ul 330 ul
100 mM CaCl, 10 ul 10 ul -
Trypsin [10 mg/ml] - 4 ul 4 ul
10% (v/v) NP-40 - - 20 ul
Inkubation fiir 1 Stunde auf Eis
Aprotinin [10mg/ml] - 20 ul 20 ul

Inkubation fiir 20 Minuten auf Eis

10% (v/v) NP-40 20 ul 20 pl .

Inkubation fiir 20 Minuten auf Eis
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AbschlieBend wurden die Ansétze fiir 5 Minuten bei 16000 x g, 4°C zentrifugiert und der
Uberstand entweder einer Immunprizipitation (2.3.4) oder einer TCA-Fillung unterzogen.
Dazu wurde dem Uberstand 10% (v/v) Tri-Chlor-Essigsidure (TCA) zugesetzt und fiir 20
Minuten auf Eis inkubiert. Die geféllten Proteine wurden fiir 30 Minuten bei 16000 x g, 4°C
abzentrifugiert, das Pellet zweimal mit einer 5%igen TCA-L6sung und einmal mit Aceton
gewaschen und schlieflich in Laemmli-Auftragspuffer (50 mM Tris-Cl pH 6,8, 2% SDS,
0,1% Bromphenolblau, 10% Glycerin, 5% p-Mercaptoethanol) fiir 5 Minuten bei 100 °C

gekocht. Die Proben wurden mittels Immunoblot analysiert.

2.3.2 Enzymatische Deglykosylierung durch Peptid:N-Glykosidase F

Peptid:N-Glykosidase F (PNGaseF) ist eine Asparagin-Amidase, welche die Bindung
zwischen dem Asparaginsdure-Rest des Proteins und dem N-Acetylglukosamin, das die
Oligosaccharidkette mit dem Protein verbindet, spaltet.

Eine Behandlung mit PNGaseF wurde nach Mikrosomenpriparation (2.3.1) aus transfizierten
COS7-Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden 300 pl der Mikrosomenpraparation in 0,5% SDS,
1% B-Mercaptoethanol fiir 10 Minuten bei 100 °C inkubiert. Anschliefend wurde die Losung
auf eine Endkonzentration von 50 mM Natriumphosphat (pH 7,5), 1% (v/v) NP-40 eingestellt
und 2000 U PNGaseF (New England BioLabs) wurden zugegeben. Der Verdau erfolgte fiir
60 Minuten bei 37°C. Die Proteine wurden abschlieSend mittels TCA gefallt (2.3.1).

2.3.3 Natriumcarbonat-Extraktion

Um periphere und integrale Membranproteine zu trennen, wurde eine Natriumcarbonat-
Extraktion (Fujiki et al., 1982) angewendet. Hierbei werden Membranvesikel gedftnet, so dal3
sowohl der 16sliche Inhalt der Vesikel als auch peripher-assoziierte Proteine von den
Membranen durch Ultrazentrifugation getrennt werden konnen. Nur integrale
Membranproteine verbleiben unter diesen Bedingungen in der Vesikelmembran.

Bei dieser Methode wurde das mikrosomale Pellet nach Ultrazentrifugation (2.3.1) in 1 ml
100 mM Natriumcarbonat (pH 11,5) durch 10-malige Passage durch eine feinporige Kaniile
(25G) resuspendiert und fiir 1 Stunde auf Eis gelagert. Nach Auffiillung mit 100 mM
Natriumcarbonat (pH 11,5) auf ein Endvolumen von 3,7 ml wurden die Membranen in einer
zweiten Ultrazentrifugation fiir 30 Minuten bei 140000 x g und 4°C in einem SW60-Rotor
(Beckman) nochmals pelletiert. Der Uberstand wurde mit Essigsiure neutralisiert und durch

TCA-Fillung konzentriert (2.3.1). Das Pellet wurde zundchst in 300 pl TBS-Puffer
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resuspendiert, anschlieBend wurden 20 pl 10% (v/v) NP-40 zugegeben und 20 Minuten auf
Eis inkubiert. Abschlie8end erfolgte ebenfalls eine TCA-Féllung (2.3.1).

2.3.4 Immunprizipitation

Zum Uberstand nach Proteaseschutzversuch (2.3.1) wurden 7 pl polyklonales
Kaninchenantiserum, spezifisch gegen HBsAg (K37) oder gegen die praS1-Region des L-
Proteins (K47), gegeben und iiber Nacht bei 4°C in einer Uberkopfschaukel inkubiert. Zur
Isolierung der Protein-Antikorper-Komplexe wurde 10% (w/v) Protein G-Agarose (Virofem
Diagnostika) zugegeben und fiir eine weitere Stunde bei 4°C in der Uberkopfschaukel
inkubiert. Durch Zentrifugation bei 16000 x g und Raumtemperatur fiir 20 Sekunden wurde
die Agarose sedimentiert und anschlieBend dreimal mit je 750 ul RIPA-Puffer (10 mM Tris-
Cl pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,5% (v/v) NP-40, 0,5% (v/v) Triton X-100, 0,1% (w/v) SDS) und
einmal mit 750 pl 125 mM Tris-Cl pH 6,8 gewaschen. Das Agarosesediment wurde mittels
einer Glasspritze (Hamilton) trockengelegt und in Laemmli-Auftragspuffer fiir 5 Minuten bei

100°C gekocht.

2.3.5 Zellyse unter nichtdenaturierenden Bedingungen

Der Zellrasen in einer Gewebekulturschale (10 cm Durchmesser) wurde 48 Stunden nach
Transfektion (2.2.2) zweimal mit kaltem PBS-Puffer gewaschen. Dann wurden 800 pl
Lysepuffer (PBS pH 7,5, 0,1% (v/v) Triton X-100, Proteaseinhibitor-Mix (Complete, Roche),
5 mM Mg-ATP, 80 mM Phosphokreatin, 500 pg/ml Kreatin-Kinase (Roche)) auf die Zellen
gegeben und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden von der Gewebekulturschale
abgeschabt, mittels zweimaliger Passage durch die Spitze einer 1 ml-Pipette vorsichtig
homogenisiert und ein post-nukleédrer Uberstand (PNS) wurde durch Zentrifugation bei 16000

x g und 4°C fiir 5 Minuten gewonnen.

2.3.6 Koimmunprizipitation

Mittels Koimmunprézipitation wurde die direkte Interaktion von Proteinen nachgewiesen.
Dabei wurde in einem Zellysat, das unter nicht-denaturierenden Bedingungen gewonnen
wurde, zunédchst ein Protein durch Prizipitation mit einem spezifischen Antikdrper isoliert
und nachfolgend mdgliche Interaktionspartner mit einem zweiten Antikorper identifiziert.

Zur Koimmunprézipitation wurden superparamagnetische Polystyren-Kiigelchen (Beads)
benutzt, deren Oberfliche mit p-Toluensulphonyl-Chlorid aktiviert ist (Dynabeads M-450
tosylaktiviert, DYNAL). Proteine mit Amino- oder Sulfhydryl-Gruppen koénnen somit

kovalent an die aktivierte Oberfldche der Beads gebunden werden. In der hier beschriebenen
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Methode wurden Antikorper spezifisch fiir zelluldre Chaperone an die Beads gekoppelt. Dazu
wurden pro Ansatz 10’ Beads mit Puffer A (20 mM NaH,PO,, 80 mM Na,HPO,) gewaschen.
Wihrend der einzelnen Waschschritte wurden die Beads unter Einsatz eines Magneten (Dynal
MPC) jeweils gesammelt. Zu den gewaschenen Beads (107/25ul Puffer A) wurden dann 5 pg
Antikorper hinzugegeben, sorgfiltig gemischt und fiir 20 Stunden bei 37°C in einer
Uberkopfschaukel inkubiert. AnschlieBend wurden die Beads zweimal fiir je 5 Minuten in
Puffer D (PBS pH 7,4, 0,1% (w/v) BSA, 4°C), einmal fiir 20 Stunden in Puffer E (0,2 M Tris-
Cl pH 8,5, 0,1% (w/v) BSA, 20°C) und abschlieBend nochmals fiir 5 Minuten in Puffer D
gewaschen. Zu den Beads wurden dann 500 pl Zellysat (2.3.5) gegeben und der Ansatz fiir 2
Stunden bei 4°C in einer Uberkopfschaukel inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Beads
zweimal mit je 600 ul Lysepuffer (PBS pH 7,5, 0,1% (v/v) Triton X-100, Proteaseinhibitor-
Mix (Complete, Roche), 5 mM Mg-ATP, 80 mM Phosphokreatin, 500 pg/ml Kreatin-Kinase
(Roche)) gewaschen und in 40 pl Laemmli-Auftragspuffer fiir 5 Minuten bei 100 °C

aufgekocht. Die Analyse erfolgte mittels Immunoblot.

2.3.7 Herstellung eines Nycodenz-Gradienten zur subzelluliren
Fraktionierung

Durch Verdiinnung einer 27,6% igen (w/v) Nycodenz- (Nycomed Diagnostica) Stammldsung
(10 mM Tris-Cl pH 7,4, 3 mM KCI, ImM EDTA) mit Verdiinnungspuffer (10 mM Tris-Cl
pH 7,4, 3 mM KCI, ImM EDTA, 0,75% (w/v) NaCl) wurden vier Losungen mit
unterschiedlichen Nycodenzkonzentrationen hergestellt (24%, 19,33%, 14,66% und 10%,
jeweils (w/v)). Dann wurde in einem Ultrazentrifugationsgefal3 (passend fiir SW40-Rotor von
Beckman) ein vierstufiger Gradient erzeugt. Aus diesem Stufengradienten wurde ein linearer
Gradient erstellt, indem das Gefal3 fiir 45 Minuten bei RT horizontal gelagert wurde. Um ein
nichtlineares Dichteprofil zu erzeugen, wurde der Gradient abschlieBend fiir vier Stunden bei

235000 x g und 15°C in einem SW40-Rotor ultrazentrifugiert.

2.3.8 Subzellulire Fraktionierung

Um aus einem Zellysat das Endoplasmatische Reticulum, das Intermedidre Kompartiment und
den Golgi-Apparat zu trennen, wurde eine Dichtezentrifugation in einem nichtlinearen
Nycodenzgradienten (2.3.7) angewendet.

Dazu wurde eine Zellkulturschale (10 cm Durchmesser) mit konfluentem Zellrasen
transfizierter COS-7 Zellen zunichst zweimal mit je 5 ml Homogenisationspuffer (10 mM
Triethanolamin, 10 mM Essigsdure, 250 mM Saccharose, | mM EDTA, 1 mM DTT)

gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in 1 ml Homogenisationspuffer unter Zugabe
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von je 10 ug/ml Chymostatin, Leupeptin, Antipain und Pepstatin (Sigma) geerntet. Die Zellen
wurden durch 12-malige Passage durch eine 25G-Kaniile homogenisiert und ein postnukleédrer
Uberstand (PNS) durch Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 1500 x g und 4°C hergestellt. Der
PNS wurde auf einen vorgeformten Nycodenz-Gadienten (2.3.7) geladen und in einem SW40-
Rotor (Beckman) 1,5 Stunden bei 235000 x g, 4°C ultrazentrifugiert. Nach der Zentrifugation
wurden ausgehend vom Boden des Gradienten 15 Fraktionen & 770 pl gesammelt und mit
einem Refraktometer deren Brechungsindeces bestimmt. AbschlieBend wurden die Proben

durch TCA-Fillung konzentriert (2.3.1) und mittels Immunoblot analysiert.

2.3.9 Semi-Permeabilisierung von COS7-Zellen durch Digitonin

Grundlage fiir die Semi-Permeabilisierung von COS7-Zellen war ein Protokoll von Wilson et
al. (1995). Bei dieser Methode wird nur die dulere Membran der Zellen permeabilisiert,
wihrend die inneren Kompartimente intakt bleiben.

Der konfluente COS7-Zellrasen einer Gewebekulturflasche (75 cm?) wurde durch PBS/2,5
mM EDTA abgelost (2.2.1), die Zellen wurden pelletiert und in 6 ml kaltem KHM-Puffer
(110 mM Kalium-Acetat, 20 mM Hepes pH 7,2, 2 mM Magnesium-Acetat) resuspendiert.
Nach Zugabe von 240 pug Digitonin wurden die Zellen fiir 5 Minuten auf Eis inkubiert.
Danach wurde der Ansatz durch Zugabe von 8 ml KHM verdiinnt und die Zellen pelletiert.
Das Zellpellet wurde dann in 6 ml KH-Puffer (90 mM Kalium-Acetat, 50 mM Hepes pH 7,2)
resuspendiert und nochmals fiir 10 Minuten auf Eis inkubiert. AbschlieBend wurden die
permeabilisierten Zellen nach Sedimentierung in 100 pl KHM-Puffer aufgenommen und

direkt in eine /n vitro-Translationsreaktion eingesetzt.

2.3.10 Expression von Proteinen in vitro

Zur In vitro-Expression wurden die Gene der HBV-Hiillproteine in den Vektor pSP64(polyA)
(Promega) kloniert (Prange und Streeck, 1995), so daf3 ihre Transkription unter der Kontrolle
des SP6-RNA-Polymerase-Promotors steht. Die Translation erfolgte mittels des Kaninchen-
Reticulozytenlysats (Pelham und Jackson, 1976), ein eukaryotisches System, dal3 potentiell
dazu in der Lage ist, sowohl posttranslationale Modifikationen (Phosphorylierungen,
Acetylierungen und Isoprenylierungen (Pollard ef al., 1990) als auch nach Zugabe von
mikrosomalen Membranen die Spaltung des Signalpeptids und N-Glykosylierungen (Walter
und Blobel, 1983) durchzufiihren.
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Transkription:
Die In vitro-Transkription wurde mit Hilfe des RiboMAX"™-Systems (Promega) und der

SP6-Polymerase durchgefiihrt. Dazu wurden die entsprechenden pSP64-Plasmide (pSP64.S,
pSP64.L. und pSP64.Lo) zundchst mittels Scal-Restriktionsverdau linearisiert und
anschlielend die Transkriptionsreaktion entsprechend der Herstellerangaben durchgefiihrt.
Translation:

Die In vitro-Translation erfolgte unter Verwendung des FlexiRabbit-Reticulozytenlysat-
Systems (Promega). Dieses System erlaubt die Optimierung der Translationsreaktion durch
Verinderung verschiedener Parameter (Mg”"-, K'-, DTT-Konzentration). In einer typischen
Reaktion wurde 1 pg mRNA in Gegenwart von 10 puCi [*°S]- Methionin (1000 Ci/mmol,
Amersham), 70 mM KCI und 1,8 mM Magnesium-Acetat 90 min bei 30°C translatiert. Durch
Zusatz von Mikrosomen aus Hundepankreas (Promega) oder COS7-Zellen, die mit Digitonin
permeabilisiert wurden (2.3.9), konnte dariiberhinaus die Translokation und eine
kotranslationale Modifikation der Proteine getestet werden. Zur Riickgewinnung und
Reinigung mikrosomaler Partikel wurden diese zunichst durch Zugabe von 3 mM Tetracain
und 1,2 mM CacCl, stabilisiert und dann wurde das Reaktionsgemisch durch 1 ml 250 mM
Saccharose/TBS fiir 30 Minuten bei 16000 x g, 4°C sedimentiert. AnschlieBende

Proteaseschtzversuche erfolgten nach folgendem Schema:

Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3
Mikrosomen 8 ul 8 ul 8 ul
10 mM CacCl, 1,5 ul 1,5 ul -
Trypsin [1 mg/ml] - 1 pul 1 ul
10% (v/v) NP-40 - - 1 pul

Inkubation fiir 1 Stunde auf Eis

Aprotinin [10 mg/ml] - 1 pul 1 ul

Inkubation fiir 20 Minuten auf Eis

10% (v/v) NP-40 1 ul 1 ul .

Inkubation fiir 20 Minuten auf Eis
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Transkription/Translation:

Es wurde ebenso das TNT-SP6-gekoppelte Transkriptions/Translations-System (Promega)
verwendet, das eine [In vitro-Proteinexpression ,,in einem Schritt” ermdglicht. Die

Durchfiihrung erfolgte dabei nach Herstellerangaben.

2.4 Immunologische Methoden

2.4.1 HBsAg-ELISA

Zum Nachweis von HBsAg wurde der ,,Auszyme Monoklonal Diagnostic Kit“ (Abbott)
verwendet. Bei diesem ELISA wurde eine Kugel, die mit monoklonalen anti-HBsAg-
Antikorpern der Maus beschichtet ist, mit der zu untersuchenden Probe inkubiert. Dem
Ansatz wurde zusitzlich ein monoklonaler anti-HBsAg-Antikorper in 16slicher Form
zugegeben, der mit Meerrettich-Peroxidase (HRPO = horseradish-peroxidase) gekoppelt ist.
Nach mehrmaligem Waschen wurde die Konzentration an HBsAg mit Hilfe der HRPO-
katalysierten Farbreaktion von OPD (Ortho-Phenyldiamindihydrochlorid)/H,O, als Substrat

photometrisch bei einer Wellenlédnge von 492 nm bestimmt.

2.4.2 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

COS7-Zellen wurden durch Elektroporation (2.2.2) transient transfiziert, auf Deckgldschen in
6-Loch-Platten ausgesit und in Zellkulturmedium bei 37°C fiir bis zu 48 Stunden kultiviert
(2.2.1). AnschlieBend wurde das Medium durch zweimaliges Waschen mit PBS-Puffer
entfernt und die Zellen mit 1 ml Methanol/2 mM EGTA bei —20°C fiir 15 Minuten fixiert.
Das Methanol wurde durch griindliches Waschen mit PBS enfernt und unspezifische
Bindungsstellen entweder mit 5% Magermilchpulver in PBS oder 3% Ziegen-Normalserum in
PBS (v/v) blockiert. Der primére Antikdrper wurde spezifisch mit PBS verdiinnt und 50 pl
dieser Losung wurden direkt auf das Deckglas getropft. Es folgte eine Inkubation fiir 60
Minuten bei 37°C in einer feuchten Kammer. AnschlieBend wurde nichtgebundener
Antikorper durch mehrmaliges Waschen mit PBS-Puffer entfernt. Bei Koimmunfluoreszenzen
wurde nachfolgend der zweite primire Antikorper nach dem gleichen Verfahren gebunden.
Die sekundédren Antikdrper wurden nach Herstellerangaben in PBS verdiinnt und ebenfalls
entweder einzeln oder gemeinsam (Koimmunfluoreszenz) direkt auf das Deckglas getropft.
Bei Koimmunfluoreszenzen wurde der sekundire o-Maus-IgG-AK aus Ziege, gekoppelt mit
Dichlorotriazinylamino-Fluorescein (DTAF), in einer Verdiinnung von 1:200 und der

sekunddre o-Kaninchen-IgG-AK aus Ziege, gekoppelt mit Rhodamin RedX (RRX), in einer
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Verdiinnung von 1:800 in PBS verwendet. Die Inkubation der sekundédren Antikorper erfolgte
ebenfalls fiir 60 Minuten bei 37°C in einer feuchten Kammer. Danach wurde nochmals
iiberschiissiger Antikorper durch griindliches Waschen mit PBS entfernt. AbschlieBend wurde
das Deckglas in Wasser getaucht, um Salzkristallbildung beim Trocknen zu verhindern und

die getrockneten Proben mit Histogel (Sigma) eingedeckt.
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III. Ergebnisse

1. Untersuchungen zum Mechanismus der posttranslationalen

praS-Translokation des HBV L-Hiillproteins

1.1 Die Bedeutung struktureller Determinanten des L-Molekiils fiir die

posttranslationale priaS-Translokation

Ein wichtiger Ansatzpunkt der vorliegenden Untersuchungen war die Hypothese eines HBV-
spezifischen Transmembrankanals, fiir den angenommen wurde, dall er durch Dimerisierung
des S-Hiillproteins entsteht und eine praS-Translokation ermdglicht. Die strukturellen
Komponenten des Kanals sollten dieser Hypothese zur Folge wesentlich die
Transmembrandoménen TM1, TM3 und TM4 innerhalb der S-Region sein. Mit Hilfe einer
Mutagenese sollte nun zunichst dieses Modell tiberpriift und damit die Bedeutung einzelner

Strukturelemente des L-Molekiils beziiglich der praS-Translokation aufgeklart werden.

1.1.1 Einfiihrung in das experimentelle System anhand des L-Wildtyp-
Proteins

Der Proteaseschutzversuch ist ein wichtiger experimenteller Ansatz zur Untersuchung der
Topologie eines Membranproteins. Sein Prinzip beruht auf der Sensitivitit oder Resistenz von
Proteinregionen gegeniiber zugesetzten Proteasen aufgrund ihrer Ausrichtung in Membranen.
Zur Untersuchung des L-Proteins wurden Mikrosomen durch Fraktionierung aus transient-
transfizierten Saugerzellen gewonnen und anschlieBend mit der Protease Trypsin behandelt.
Die Trypsinbehandlung wurde dabei unter zwei verschiedenen Bedingungen durchgefiihrt.
Zum einen erfolgte die Proteolyse mit intakten mikrosomalen Membranen, zum anderen nach
Auflosung der Membranen durch ein nichtdenaturierendes Detergenz. Im ersten Fall sollten
folglich Proteinbereiche, die luminal orientiert sind, vor proteolytischer Spaltung geschiitzt
sein, wihrend der zweite Ansatz als Kontrolle fiir die Spaltbarkeit des Proteins diente, da auch
die Tertidrstruktur von Proteinen potentielle Spaltstellen unzuginglich machen kann. Als
Referenz wurden in einem dritten Ansatz Mikrosomen mitgefiihrt, die weder mit Trypsin

noch mit Detergenz behandelt wurden.
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Zunichst mufBite jedoch sichergestellt sein, dal die verwendete Mikrosomenfraktion kein
Eindringen der Protease in das Lumen erlaubte. Um die Integritit der prédparierten
Mikrosomen zu tiberpriifen, wurde zunichst das Verhalten der zelluldren Protein-Disulfid-
Isomerase (PDI) im Proteaseschutzversuch analysiert. PDI ist ein 16sliches Protein im Lumen
des ER, so daB es bei intakten mikrosomalen Membranen vollstindig vor Proteolyse
geschiitzt sein sollte. Mikrosomen aus COS7-Zellen wurden daher mit Trypsin behandelt, die
Proteine anschlieBend mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und nach Western-Transfer mit
einem PDI-spezifischen Antikorper nachgewiesen. Dieser Antikorper weist neben der
Spezifitiat fiir PDI (55 kDa) eine Kreuzreaktivitit gegeniiber Calreticulin (48 kDa) auf, ein
ebenfalls 16sliches Chaperon im Lumen des ER von Sdugerzellen (Abb. 8, Spur 1). Es zeigte
sich, dal3 beide Proteine durch Trypsin nicht gespalten wurden (Abb. 8, Spur 2). Wurde die
mikrosomale Membran hingegen durch das nichtdenaturierende Detergenz NP-40 zerstort,
war eine Spaltung moglich (Abb. 8, Spur 3). Dies bestdtigte - anlehnend an das
Versuchsprotokoll -, dall die préparierten Mikrosomen keine Schidden aufwiesen, die ein

Eindringen der Protease in das mikrosomale Lumen erlauben wiirden.

+ Abb. 8: Trypsinschutzversuch zur Kontrolle der
Integritit verwendeter Mikrosomen.

+ Mikrosomen aus COS7-Zellen wurden nicht
behandelt (-/-) oder mit Trypsin in
Abwesenheit (+/-) oder Anwesenheit (+/+)

Trypsin — +
NP-40 — -—

—67 von NP-40 inkubiert. Western-Blot-Analyse
PDI» - R mit einem Antikorper, der sowohl Protein-
Calreticulin » «m— Disulfid-Isomerase (PDI, 55kDa) als auch

Calreticulin (48 kDa) erkennt, die durch
Pfeile markiert sind. Molekulargewichte

—43 (kDa) mitgefiihrter Markerproteine sind
rechts gekennzeichnet.
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Mehrere Arbeitsgruppen haben in Untersuchungen zur Topologie des L-Proteins gezeigt, dafl
sich zum Zeitpunkt der Synthese und der Integration des L-Proteins in die ER-Membran die
praS-Region im Zytosol befindet. Erst im Laufe der Zeit transloziert etwa die Hilfte der L-
Molekiile die praS-Doméne posttranslational durch die Membran in das mikrosomale Lumen
(Bruss et al., 1994; Ostapchuk et al., 1994; Prange und Streeck, 1995). Der
Proteaseschutzversuch stellt die Methode der Wahl dar, um diesen Reifungsproze3 zu
untersuchen. Wéhrend die prdS-Region von neusynthetisiertem L-Protein aufgrund ihrer
zytosolischen Lokalisation vollstindig durch Trypsin gespalten wird, erhilt ein bestimmter
Anteil der L-Molekiile wihrend der Reifung durch posttranslationale Translokation der praS-
Region Resistenz gegeniiber der Spaltung mit Trypsin (Abb. 9E). Da die Translokation der
praS-Region bei diesen Molekiilen posttranslational erfolgt, konnen potentielle N-
Glykosylierungsstellen innerhalb der prdS-Region nicht modifiziert werden, da eine N-
Glykosylierung von Proteinen - soweit bekannt - ausschlieBlich kotranslational erfolgt
(Rothman und Lodish, 1977; Glabe et al., 1980; Nilsson und von Heijne, 1993). Um die
prinzipielle Modifizierbarkeit dieser N-Glykosylierungsstellen zu iiberpriifen, kann eine
kotranslationale praS-Tanslokation entweder durch Ligation einer N-terminalen Signal-
Sequenz (Bruss und Vieluf, 1995) oder durch Deletion der postulierten zytosolischen
Verankerungsdomine (CAD) (Loffler-Mary et al., 1997) herbeigefiihrt werden. Die Deletion
der Aminosduren 69-106 (,,Sau-Deletion”, ASau) innerhalb der prdS1-Doméine beinhaltet
diese CAD-Sequenz und fiihrt somit zu einer kotranslationalen praS-Translokation und N-
Glykosylierung von pras.

In den nachfolgenden Versuchen dieser Arbeit wurde das L-Protein wesentlich durch
Western-Blot-Analyse dargestellt. Da fiir L bis heute keine Antikorper vorhanden sind, die
ein lineares Epitop des Molekiils effizient erkennen, wurde L (und alle Mutanten) am C-
Terminus mit einem Hdmagglutinin- (HA-) Epitop markiert. Es wurde dann zunéchst das
Epitop-markierte L-Wildtypprotein im Proteaseschutzversuch analysiert, um topologische
Verdnderungen, die moglicherweise durch die HA-Markierung hervorgerufen wurden,
ausschlieBen zu konnen. Das Protein wurde in transient-transfizierten COS7-Zellen exprimiert
und seine Topologie mittels Trypsinschutzexperimenten untersucht. L wurde sowohl als 39
kDa— als auch als 42 kDa—Protein detektiert (Abb. 9A, Spur 1). Die enzymatische
Deglykosylierung durch Peptid:N-Glykosidase F (PNGaseF) zeigte, dall die 42 kDa-Form
eine N-glykosylierte Form (gp42) darstellt, wihrend die 39 kDa-Form nichtglykosyliert ist
(p39) (Abb. 9B, vgl. Spur 1 mit Spur 2). Zusétzlich traten durch interne Initiation die
nichtglykosylierte und N-glykosylierte Form des S-Proteins (p24 und gp27), sowie die
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einfach- bzw. zweifachglykosylierte Form des M-Proteins (gp33 und ggp36) auf. Die
Behandlung mit Trypsin zeigte in Ubereinstimmung mit den Arbeiten iiber das unmarkierte
L-Wildtypprotein (Bruss et al., 1994; Ostapchuk et al., 1994; Prange und Streeck, 1995), dafl
im Gleichgewichtszustand ein Teil der L-Molekiile trypsinresistent war, wahrend ein anderer

1 .
56 entstanden ein

Teil gespalten wurde (Abb. 9A, Spur 2). Durch die Spaltung an Arg
nichtglykosyliertes (T) und ein glykosyliertes (gT) C-terminales Fragment, die jeweils
geringfiigig grofer waren als die entsprechende Form des S-Proteins (Abb. 9A, Spuren 2;
Abb. 9E; s. auch Abb. 5). Da sich das HA-Epitop am C-Terminus von L befindet (Abb. 9D)
und in seiner S-Region keine weitere Trypsin-Spaltung stattfindet, wurden diese Fragmente
mit dem HA-spezifischen monoklonalen Antikorper detektiert. Nach Behandlung mit
Detergenz (NP-40) erfolgte die vollige Proteolyse von L in die beiden Spaltprodukte (Abb.
9A, Spur 3).

Durch Aufnahme von Mikrosomen der transfizierten Zellen in alkalischem Puffer ist es
moglich, integrale und periphere Membranproteine voneinander zu trennen. Wéhrend
integrale Membranproteine in der Membranfraktion (P) verbleiben, gehen peripher-assoziierte
Proteine in die Idsliche Fraktion (U) iiber. Die alkalische Extraktion des Lya-Proteins
bestitigte, dall dieses Protein im Gleichgewichtszustand vollstindig in der Membran
verankert ist (Abb. 9C, Spur 1).

Insgesamt zeigten die obigen Ergebnisse, dall die Markierung des L-Proteins am C-Terminus

mit einem HA-Epitop offensichtlich keinen EinfluB auf dessen Topologie und die

posttranslationale praS-Translokation besitzt.
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Abb. 9: Uberpriifung der Topologie des Epitop-markierten L-Proteins: Ly, verhilt sich wie Ly

(A) Trypsinschutzversuch des Lya-Proteins. Mikrosomen transfizierter COS7-Zellen wurden zwei Tage
nach der Transfektion entweder nicht behandelt (-/-) oder mit Trypsin in Abwesenheit (+/-) oder
Anwesenheit (+/+) von NP-40 inkubiert. In einer Western-Blot-Analyse wurden die Proteine mit einem
HA-spezifischen Antikorper detektiert. Nichtglykosylierte (p) und N-glykosylierte (gp, ggp) Formen
der Proteine sind links gekennzeichnet. Rechts sind die nichtglykosylierten (T) und N-glykosylierten
(gT) tryptischen Spaltprodukte mit Pfeilen markiert. (B) N-Glykosylierungsmuster des Lys-Proteins.
Mikrosomen transfizierter COS7-Zellen wurden entweder direkt (-) oder nach Deglykosylierung mit
PNGaseF im Western-Blot analysiert. N-glykosylierte Formen sind markiert (*). (C) Natriumcarbonat-
Extraktion von Lya. Mikrosomen transfizierter COS7-Zellen wurden mit alkalischer Carbonat-Losung
behandelt. Durch Ultrazentrifugation wurden integrale Proteine (P) von membranassoziierten und
16slichen Proteinen (S) getrennt. Die Fraktionen wurden mittels Western-Blot-Analyse untersucht.
Molekulargewichte (kDa) mitgefiihrter Markerproteine sind rechts gekennzeichnet. (D) Schematische
Darstellung der Doméanenstruktur des Lya-Proteins. Die praS1-Region ist in griin, die prdS2-Region in
orange, die S-Doméne in grau und das HA-Epitop in blau dargestellt. Rechtecke innerhalb der S-Region
stellen angenommene Transmembrandoménen dar. Die Zahlen ober- und unterhalb des Schemas
markieren Aminosédurepositionen. Pfeile zeigen Translationsstartstellen an. (E) Schematische
Darstellung eines Trypsinschutzversuchs mit dem L-Protein. Die prdS-Region (griin/orange) von L (p39
bzw. gp 42) befindet sich sowohl innerhalb als auch auflerhalb der Mikrosomen (links). Nach Zugabe
von Trypsin ist nur die luminal orientierte praS-Region geschiitzt. PraiS-Doménen von L, die au3erhalb
(zytosolisch) lokalisiert sind, werden am C-Terminus der priS2-Region proteolytisch gespalten (Pfeil)
und es verbleiben die Spaltprodukte T bzw. gT (rechts). (¥) markiert die partielle Glykosylierung.
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1.1.2 Die HBV S- und M-Hiillproteine sind fiir die praS-Translokation
des L-Proteins entbehrlich

Wie einleitend beschrieben, fiihrt die Synthese des L-Proteins aufgrund der genetischen
Organisation des Leserasters der HBV-Hiillproteine gleichzeitig zur Bildung von M- und S-
Proteinen. Struktur- und Funktionsuntersuchungen haben gezeigt, dal die drei HBV-
Hiillproteine sowohl Homo- als auch Heterodimere, sowie grofere Oligomere ausbilden
konnen (Huovila et al., 1992; Wunderlich und Bruss, 1996; Mangold et al.,, 1997).
Einhergehend mit Strukturanalysen des S-Proteins (Stirk ef al., 1992; Berting et al., 1995)
haben diese Beobachtungen zu der Hypothese gefiihrt, daBl die posttranslationale
Translokation der praS-Region des L-Proteins durch einen Membrankanal erfolgen konnte,
der durch Oligomerisierung der amphipathischen Transmembrandoménen des S- und/oder M-
Proteins ausgebildet werden konnte. Um diese Hypothese zu untersuchen, wurde eine L-
Mutante erstellt, bei der die Initiationsstellen des M- und S-Proteins durch Mutagenese
inaktiviert wurden (L, = L“only”). Die Topologie dieser Lo-Mutante wurde im
Proteaseschutzversuch analysiert, der zeigte, dal weiterhin sowohl die nichtglykosylierte
(p39) als auch die einfachglykosylierte (gp42) Form des L-Proteins gebildet wurden (Abb. 10,
Spur 4). Im Vergleich zum L-Wildtypprotein (Abb. 10, Spur 1) war jedoch - wie erwartet -
die Synthese des M- und S-Proteins blockiert (Abb. 10, Spur 4). Entscheidend war der
Befund, daf die L,-Mutante im Vergleich zum L-Wildtypprotein die gleiche Trypsinresistenz
aufwies, da etwa 60-70% der L,-Molekiile bei intakter Mikrosomenmembran durch Trypsin
nicht gespalten wurden (Abb. 10, Spur 5), wiahrend das gleichzeitige Auftreten der
Spaltprodukte T und gT die Spaltung der verbleibenden L-Molekiile anzeigte (Abb. 10, Spur
5). Erst nach Auflosung der Membran durch NP-40 erfolgte die vollstandige Proteolyse von L
und L, (Abb. 10, Spuren 3 und 6).

Dieser Befund zeig deutlich, daB weder das M- noch das S-Hiillprotein fiir den Prozel3 der

posttranslationalen praS-Translokation von L erforderlich sind.
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Abb. 10: Die posttranslationale praS-Translokation von L benotigt weder M- noch S-Proteine.

COS7-Zellen wurden mit dem L-Gen (links) oder mit der Mutante L, (rechts), deren Startkodons fiir
das M- und S-Protein mutiert sind, transfiziert. Zwei Tage nach der Transfektion wurden Mikrosomen
prapariert, die entweder nicht behandelt (-/-) oder mit Trypsin in Abwesenheit (+/-), oder Anwesenheit
(+/+) von NP-40 inkubiert wurden. Nach SDS-PAGE und Western-Transfer wurden die Proteine mit
einem HA-spezifischen Antikorper analysiert. Die Hiillproteine sind auf der linken Seite markiert. Auf
der rechten Seite sind nicht-glykosylierte (T) und glykosylierte (gT) tryptische Spaltfragmente
angezeigt. Molekulargewichte (kDa) mitgefiihrter Markerproteine sind ebenfalls rechts
gekennzeichnet.

1.1.3 Disulfidbriicken-vermittelte Di- und Oligomerisierungen von L-
Molekiilen sind fiir die praS-Translokation entbehrlich

Die unerwartete Beobachtung, da3 M- und S-Proteine fiir die posttranslationale Translokation
der prdS-Region entbehrlich sind, lieB jedoch die Frage offen, ob das L-Protein
moglicherweise selbst durch Di- und/oder Oligomerisierung einen Membrankanal ausbilden
kann. Verschiedene Arbeiten haben diesbeziiglich gezeigt, da3 bei der Dimerisierung der
Hiillproteine mehrfach intermolekulare Disulfidbindungen ausgebildet werden (Huovila, et
al., 1992; Wunderlich und Bruss, 1996). Daher wurde untersucht, ob eine Blockierung der
Disulfidbriickenbildung wéhrend und nach der Synthese von L seine prdS-Translokation
beeinfluflt. Dazu wurden COS7-Zellen mit dem L,-Protein transfiziert und vor, wihrend und
nach einer metabolischen Pulse-Chase-Markierung mit dem reduzierenden Agenz
Dithiothreitol (DTT) behandelt. Es folgten Proteaseschutzversuche mit anschlieBender
Immunprizipitation, die Auftrennung der Prizipitate in Polyacrylamidgelen und deren

Darstellung durch Phosphorlmaging.
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Als Kontrolle fiir die DTT-Wirkung unter den verwendeten Versuchsbedingungen, wurde
jedoch zunidchst die Dimerisierung des S-Proteins in einem nichtreduzierenden
Polyacrylamidgel untersucht. Es bestdtigte sich, dafl das S-Protein ohne Zugabe von DTT vor
allem Dimere ausbildet (Abb. 11A, Spur 2). Die Expression von S unter dem Einflu} von
DTT verhinderte die Dimerisierung jedoch vollstindig, und es traten ausschlieBlich S-
Monomere auf (Abb. 11A, Spur 3).

Fiir das L-Protein zeigte sich deutlich, dal es unter reduzierenden Bedingungen vor
Trypsinspaltung &hnlich geschiitzt war wie unter nichtreduzierenden Kontrollbedingungen
(Abb. 11B, vgl. Spur 2 mit Spur 5). Erst nach Auflésung der schiitzenden
Mikrosomenmembran durch NP-40 wurde das L-Protein unter beiden Reaktionsbedingungen
gespalten (Abb. 11B, Spuren 3 und 6). Die Translokation der praS-Region ist folglich nicht

von der Ausbildung intermolekularer Disulfidbriicken abhéngig.

A

DTT

Abb. 11: Die posttranslationale priaS-Translokation ist nicht von einer kovalenten Di-/Oligomer-Bildung
von L-Monomeren abhingig.
COS7-Zellen wurden mit dem S- oder dem L,-Gen transfiziert und nach zwei Tagen fiir 20 min
metabolisch markiert. Danach wurden sie einer Chase-Phase von ebenfalls 20 min unterzogen. Die
Zellen wurden wéhrend der Pulse-Chase-Markierung mit 10 mM DTT behandelt (+) oder blieben
unbehandelt (-). (A) Nach Alkylierung wurden Zellysate aus S-transfizierten (S) und untransfizierten
(nt) COS7-Zellen in einem nichtreduzierenden SDS-Gel analysiert. Unterschiedliche N-
Glykosylierungsformen von S-Monomeren und —Dimeren sind auf der linken Seite markiert.
Molekulargewichte (kDa) mitgefiihrter Markerproteine sind rechts gekennzeichnet. (B) Nach
Alkylierung und Mikrosomenpréparation wurde ein Trypsinschutzversuch durchgefiihrt (s. Legende
von Abb. 8 und 9). Die Proteine wurden anschlieend in einem reduzierenden SDS-Gel aufgetrennt
und mit einem Phosphorlmager analysiert. Die Position des L-Proteins (p39/gp42) ist markiert.
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1.1.4 Die amphipathischen Transmembrandoméanen TM1, TM3 und TM4
des L-Proteins werden fiir die praS-Translokation nicht benotigt

Obwohl die oben beschriebenen Daten bereits an einem HBV-spezifischen
Transmembrankanal zweifeln lielen, schien es dennoch denkbar, dall sich die
amphipathischen Transmembrandomidnen TM1, TM3 und TM4 innerhalb der S-Region des
L-Proteins durch nichtkovalente Wechselwirkungen aneinanderlagern konnen, um eine
Membranpore zur praS-Translokation auszubilden. Um dieser Frage nachzugehen, wurden L-
Mutanten untersucht, die Deletionen amphipathischer Transmembrandoménen aufweisen. Die
Topologie der Mutanten wurde wiederum mittels Proteaseschutzversuchen getestet. Es zeigte
sich zunéchst, dafl die Deletion der Transmembrandoméne 1 (TM1) keinen Einflu3 auf die
kotranslationale Membranintegration des Proteins hat. Die Mutante LATMI1 trat innerhalb der
Mikrosomenfraktion dhnlich wie L in nichtglykosylierter (37 kDa) und einfachglykosylierter
Form (40 kDa) auf (Abb. 12A, Spur 1). Die Behandlung mit Trypsin bei intakter
mikrosomaler Membran zeigte, daB3 ein wesentlicher Anteil des Proteins durch luminale
Ausrichtung der praS-Domine vor Proteolyse geschiitzt war, wahrend gleichzeitig auch
Spaltprodukte (25 kDa) detektiert wurden (Abb. 12A, Spur 2). Diese Befunde wiesen auf eine
duale Topologie und somit auf eine posttranslationale praS-Translokation der Mutante
LATMI hin. Der posttranslationale Modus der Translokation von prdS wurde durch die
fehlende N-Glykosylierung der praS-Region von LATM1 unterstiitzt.

Ebenso wurden die zwei C-terminalen Transmembrandomdnen TM3 und TM4 gleichzeitig
deletiert. Dabei entfiel auch die N-Glykosylierungsstelle Asn’” innerhalb der zweiten
hydrophilen Schleife der S-Region, so daB3 das Produkt dieser Mutante LATM3/4 als
nichtglykosyliertes 32 kDa-Protein detektiert wurde (Abb. 12B, Spur 1). Durch interne
Initiation der Translation traten zusidtzlich zwei verkiirzte M-Formen (21 und 24 kDa) und
eine verkiirzte S-Form (17 kDa) auf. Die Mutante LATM3/4 war deutlich gegen Proteolyse
geschiitzt (Abb. 12B, Spur 2). Der Schutz war auch in diesem Fall nur partiell, da bei intakter
Mikrosomenmembran C-terminale Spaltprodukte auftraten (18 kDa), die geringfiigig grofer
waren als die entsprechend deletierte, intern-gebildete S-Form. Nach Inaktivierung der M-
und S-Expression (L, ATM3/4) wurde erwartungsgemal ebenfalls eine duale Topologie der L-
Mutante beobachtet (Abb. 12B, Spuren 4-6). Zusitzlich bestitigte die Behandlung mit
PNGaseF, daB es sich bei der 32 kDa-Form der LATM3/4-Mutante um ein nichtglykosyliertes
Molekiil handelte (Abb. 12C). Zusammenfassend wiesen diese Ergebnisse darauf hin, daf} die
praS-Region der LATM3/4-Mutante partiell durch die Membran transloziert wurde, und diese
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Translokation posttranslational erfolgte, da beide potentiellen Glykosylierungsstellen
innerhalb der prdS-Domaine nicht modifiziert wurden.

Um auch bei dieser Mutante die fehlende N-Glykosylierung auf Posttranslokation
zuriickfithren zu konnen, muflite geklart werden, ob ihre prdS-Doméne prinzipiell durch
Glykosylierung modifizierbar ist. Dazu wurde eine LATM3/4-Mutante getestet, die eine
zusitzliche Deletion der Aminosduren 69-106 aufweist (ASau, s.0.). Wie oben beschrieben,
fiihrt die Mutation dieses Bereiches im L-Wildtypprotein zur Kotranslokation seiner praS-
Domiéne und folglich zur N-Glykosylierung innerhalb der prdS1- und prdS2-Domine
(Loffler-Mary et al., 1997). Nach Expression dieser Mutante L, ATM3/4ASau traten zwei
Produkte auf, eine 28 kDa-Form und eine 35 kDa-Form (Abb. 12D, Spur 1). Beide waren vor
Proteolyse geschiitzt, was eine einheitliche luminale Orientierung der praS-Doméne andeutete
(Abb. 12D, Spur 2). Der PNGaseF-Verdau zeigte, dall die 35 kDa-Form N-glykosyliert war,
die 28 kDa-Form hingegen nicht (Abb. 12D, Spur 5). Aufgrund des GroBenunterschieds von
etwa 7 kDa konnte angenommen werden, dal es sich bei der 35 kDa-Form um eine
zweifachglykosylierte Variante der Mutante handelte. Beide potentiellen

Glykosylierungsstellen - Asn* in praS1 und Asn''

in praS2 - wurden folglich modifiziert.
Dies zeigte deutlich, dal die praS-Doméne der Mutante LATM3/4 durch Glykosylierung
modifizierbar ist, sofern eine kotranslationale Translokation artifiziell durch die sog. ASau-
Deletioninduziert wurde. Die fehlende Glykosylierung von LATM3/4 bei gleichzeitigem
partiellen Proteolyseschutz war demnach auf posttranslationale Translokation der praS-
Region in das mikrosomale Lumen zuriickzufiihren.

Insgesamt zeigten diese Daten, dall keine der amphipathischen Transmembranregionen TM1,
TM3 und TM4 fiir die posttranslationale Translokation der prdS-Region benétigt wird. Die

Ergebnisse sprechen folglich insgesamt gegen das vorgeschlagene Modell einer HBV-

spezifischen Membranpore.
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Abb. 12:
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Die Bedeutung einzelner TM fiir die posttranslationale priS-Translokation: TM1, TM3 und
TM4 werden nicht benétigt.

(A-D) COS7-Zellen wurden mit den angezeigten L-Mutanten transfiziert. Zwei Tage nach der
Transfektion wurden Mikrosomen prépariert, mit denen Trypsinschutzversuche durchgefiihrt wurden
(A und B) (s. Legende von Abb. 8, 9 und 10). Die Pfeile markieren die L-Proteine. (C) Alternativ
wurden die Mikrosomen der transfizierten Zellen mit PNGaseF behandelt (s. Legende von Abb. 9).
Der Pfeil markiert die nichtglykosylierte L-Mutante, wéhrend die glykosylierte M-Form durch ein
Sternchen (*) gekennzeichnet ist. (D) Trypsinschutzversuch und PNGaseF-Behandlung der Mutante
L,TM3/4ASau. Die Pfeile kennzeichnen das N-glykosylierte bzw. nichtglykosylierte Protein.
Molekulargewichte (kDa) mitgefiihrter Markerproteine sind jeweils rechts gekennzeichnet. (E)
Schematische Darstellung der Doménenstruktur der L-Mutanten (s. Legende von Abb. 9). Ein rotes X
markiert eine mutierte Translationsstartstelle.
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1.1.5 Die hydrophobe Transmembrandomine TM2 des L-Proteins ist fiir
die praS-Translokation notwendig

Die oben beschriebenen Ergebnisse legten nahe, anschlieend die Rolle der sehr hydrophoben
Transmembrandoméne 2 (TM2) zu untersuchen. Es wurde folglich eine L-Mutante getestet,
die eine Deletion von TM2 aufweist. Nach Expression dieser Mutante in COS7-Zellen konnte
jedoch in der mikrosomalen Fraktion kein Produkt nachgewiesen werden (Abb. 13A, Spur 2).
Erst die Analyse des rohen Zellysates zeigte, da3 das Protein mit einer Grofe von ca. 38 kDa
zwar gebildet wurde (Abb. 13A, Spur 1), aber offensichtlich nicht in die ER-Membran
eingelagert werden konnte. Diese Beobachtung deutete zwar auf eine wesentliche Rolle von
TM2 bei der kotranslationalen Membranintegration von L hin, ermdglichte jedoch keine
Aussage beziiglich ihrer Rolle bei der Translokation von praS. Um dennoch einen Hinweis
erlangen zu konnen, wurde die L-Mutante LATM2/3/4 hergestellt, in der neben TM2
gleichzeitig auch TM3 und TM4 deletiert sind. Diese Mutante konnte in der mikrosomalen
Fraktion detektiert werden und trat als 29 kDa-Protein auf (Abb. 13B, Spuren 1 und 4). Um
den effizienten Einbau des Proteins in die Membran zu bestitigen, wurde eine alkalische
Extraktion der Mikrosomen mit Natriumcarbonat-Puffer durchgefiihrt. Wie Abbildung 13C
zeigt, wurde die L-Mutante vollstindig innerhalb der Membranfraktion (P) detektiert (Abb.
13C, Spur 3) und war folglich in die Membran integriert. Die Einlagerung in die Membran
erfolgte offensichtlich mittels seiner TM1. Eine enzymatische Deglykosylierung mit
PNGaseF zeigte, dal} es sich bei der L-Mutante um ein nichtglykosyliertes Produkt handelte
(Abb. 13C, Spuren 1 und 2), wihrend das gleichzeitig durch interne Initiation gebildete M-
Produkt (16 kDa) (Abb. 13B, Spur 1 und Abb. 13C, Spur 1) eine N-glykosylierte Form
darstellte. Interessanterweise wurde nach Behandlung der intakten Mikrosomen mit Trypsin
die prdS-Doméne der LATMZ2/3/4-Mutante vollstindig abgespalten und es trat ein
Spaltprodukt mit einer Grofe von etwa 11 kDa auf (Abb. 13B, Spuren 2 und 5), wihrend
unter den selben Versuchsbedingungen das 16 kDa-M-Produkt hingegen resistent war (Abb.
13B, Spur 2). Erst nach Auflésung der Membran durch Detergenz wurde auch die M-Form zu
dem 11 kDa-Spaltprodukt abgebaut. Trypsinschutz und N-Glykosylierung der M-Form
wiesen deutlich auf eine kotranslationale Translokation der priaS2-Doméne hin, wahrend
jedoch die L-Mutante aufgrund ihrer vollstdndigen Sensitivitdt gegeniiber Trypsin
offensichtlich nicht ldnger in der Lage war, eine posttranslationale Translokation der praS-

Doméne durchzufiihren.
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Abb. 13:
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Die Bedeutung einzelner TM fiir die posttranslationale priaS-Translokation: TM2 ist notwendig.
(A-C) COS7-Zellen wurden mit den angegebenen L-Mutanten transfiziert. Zwei Tage nach der
Transfektion wurden Mikrosomen prépariert mit denen Trypsinschutzversuche durchgefiihrt wurden
(A und B) (s. Legende von Abb. 8, 9 und 10). Die Pfeile markieren die L- und M- Proteine. (C) Die
Mikrosomen der transfizierten Zellen wurden mit PNGaseF behandelt (links) oder einer
Natriumcarbonat-Extraktion unterzogen (rechts). Der Pfeile markieren nichtglykosylierte L- und M-
Formen, wihrend die glykosylierte M-Form durch ein Sternchen (*) gekennzeichnet ist. (D) COS7-
Zellen wurden mit der Mutante LATM2/3/4 transfiziert. Zwei Tage nach der Transfektion erfolgte eine
radioaktive, metabolische Markierung (20 min) der Proteine und nachfolgend ein
Trypsinschutzversuch. Nach Immunprézipitation mit einem prdS1-spezifischen Antiserum und
Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE erfolgte die Analyse mit einem Phosphorlmager. Der
Pfeil kennzeichnet die L-Mutante. Molekulargewichte (kDa) mitgefiihrter Markerproteine sind jeweils
rechts (in (D) links) gekennzeichnet. (E) Schematische Darstellung der Doméanenstruktur verwendeter
L-Mutanten (s. Legende von Abb. 9).
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Um auszuschlielen, da3 das Verschwinden der 28 kDa-Bande der Mutante LATM2/3/4 bei
Proteolyse von intakten Mikrosomen (Abb. 13B, Spuren 2 und 5) mdglicherweise auf einer
Abspaltung des C-terminalen HA-Epitops beruhte, wurde zusétzlich ein
Proteaseschutzversuch durchgefiihrt, in dem die Mutante durch radioaktive Markierung und
praS1-spezifische Immunprezipitation detektiert wurde. Wie erwartet, trat auch in diesem
Ansatz die Mutante als 28 kDa-Protein auf (Abb. 13D, Spur 1). Entscheidend war jedoch der
Befund, daBl die Trypsinbehandlung bei intakten Mikrosomen auch hier eine vollige
Abspaltung der praS-Doméne bewirkte (Abb. 13D, Spur 2), so da3 die Daten der Western-
Blot-Analysen bestitigt wurden.

Im Gegensatz zur oben beschriebenen Mutante LATM3/4, war die Mutante LATM2/3/4
offensichtlich unfdhig, die prdS-Domine posttranslational zu translozieren. Diese Daten
wiesen folglich auf eine essentielle Rolle von TM2 wihrend der topologischen Reorientierung

des L-Proteins.

1.1.6 Die hydrophobe Transmembrandoméine TM2 des L-Proteins ist fiir
die praS-Translokation ausreichend

Um die wichtige Rolle von TM2 weiterfithrend zu untersuchen, wurde eine L-Mutante
konstruiert, in der alle Transmembranbereiche auller TM2 deletiert wurden (LATM1/3/4).
Nach Expression in COS7-Zellen wurde die Mutante als 29 kDa-Protein in der mikrosomalen
Fraktion nachgewiesen (Abb. 14, Spur 1), was zeigte, daB3 das Protein effizient in die
Membran eingelagert wurde. Der Trypsinschutzversuch ergab einen deutlichen partiellen
Proteolyseschutz (Abb. 14, Spur 2), was darauf hinwies, da} die praS-Region in das
mikrosomale Lumen transloziert wurde. Auch bei dieser Mutante wurde die interne Initiation
und somit die Koexpression der M- und S-Produkte durch Mutation der spezifischen
Startkodons unterbunden. Zu beachten ist, daf} dabei zusédtzlich 18 Aminosduren der ersten
hydrophilen Schleife deletiert wurden (Abb. 7), so dafl die L,ATM1/3/4-Mutante etwa 2 kDa
kleiner als die Mutante LATM1/3/4 ist. Auch mit dieser Mutante wurde deutlicher
Trypsinschutz bei intakter mikrosomaler Membran mit gleichzeitigem Auftreten von
proteolytischen Spaltprodukten beobachtet (Abb. 14, Spuren 4 und 5). Demzufolge weist die
Mutante L,ATM1/3/4 — dhnlich wie das Wildtypprotein - eine duale Topologie auf. Dies
zeigt, dal TM2 nicht nur notwendig fiir die partielle Translokation der priS-Region, sondern

auch ausreichend ist.
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Abb. 14: TM2 ist fiir die priaS-Translokation ausreichend.

COS7-Zellen wurden mit LATM1/3/4 oder L,ATM1/3/4, deren interne Translationsstartstellen mutiert
sind, transfiziert. Zwei Tage nach der Transfektion wurden Mikrosomen prépariert, die entweder nicht
behandelt (-/-) oder mit Trypsin in Abwesenheit (+/-), oder Anwesenheit (+/+) von NP-40 inkubiert
wurden. Nach SDS-PAGE und Western-Transfer wurden die Proteine mit einem HA-spezifischen
Antikorper analysiert. Die L-Proteine und die proteolytischen Spaltprodukte der L,ATM1/3/4-Mutante
sind durch Pfeile markiert. Molekulargewichte (kDa) mitgefithrter Markerproteine sind rechts
gekennzeichnet. Im unteren Teil der Abbildung sind die Doménenstrukturen der L-Mutanten
schematisch dargestellt (s. Legende von Abb. 9 und 12).

Um zu bestitigen, dal die praS-Translokation der L,ATM1/3/4-Mutante posttranslational
erfolgte, wurde die Kinetik der praS-Reorientierung untersucht. Dazu wurde in Anlehnung an
das Protokoll von Prange und Streeck (1995) eine metabolische Pulse-Chase-Markierung
durchgefiihrt und die Topologie der Mutante mittels Trypsinschutzversuch analysiert. In
Ubereinstimmung mit den fiir das L-Wildtypprotein beschriebenen Befunden (Prange und
Streeck, 1995) wurde beobachtet, da3 die Population von L,ATM1/3/4-Molekiilen, die in der
10-miniitigen Pulse-Phase synthetisiert wurden, gegeniiber einer tryptischen Spaltung
vollstindig sensitiv war. Erst in einer 45-miniitigen Chase-Phase erwarb diese Population die
typische partielle Resistenz gegeniiber Trypsin. Dieses Ergebnis bestitigte eindeutig den

posttranslationalen praS-Translokationsmodus der Mutante L, ATM1/3/4.
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Abb. 15: Die priaS-Translokation der Mutante L,ATM1/3/4 erfolgt posttranslational.

Untersuchungen zur Topologie und Reifung der Mutante L,ATM1/3/4 mittels metabolischer Pulse-
Chase-Markierung und Trypsinschutzversuch. Transfizierte COS7-Zellen wurden fiir 10 min
radioaktiv markiert und entweder direkt (Spuren 1-3) oder nach einer Chase-Phase von 45 min (Spuren
4-9) lysiert. Nach Trypsinschutzversuchen von Mikrosomen (s. Legende von Abb. 9) wurden die
Proteine mit einem praS1-spezifischen Antiserum immunpréazipitiert. Als Kontrolle fiir unspezifische
Immunprézipitationen wurden nichttransfizierte Zellen mitgefiihrt (Spuren 7-9). Die Proteine wurden
durch SDS-PAGE aufgetrennt und durch einen Phosphorlmager dargestellt. Molekulargewichte (kDa)
mitgefiihrter Markerproteine sind rechts gekennzeichnet.

1.1.7 Die hydrophobe Transmembrandomine TM2 des L-Proteins kann
durch eine fremde Transmembrandomiine nicht ersetzt werden

Um der Frage nachzugehen, ob die hydrophobe TM?2 per se fiir die posttranslationale praS-
Translokation essentiell ist, oder ob sie vielmehr durch einen anderen hydrophoben
Membrananker ersetzt werden kann, sollte eine chiméire L-Mutante erstellt werden. Fiir den
Austausch der S-Doméne im L-Protein gegen eine strukturell dhnliche Doméne wurde das M-
Hiillprotein des Maus-Hepatitis-Virus (MHV) gewidhlt. MHV, ein Mitglied der Familie der
Coronaviren, kodiert u.a. das M-Hiillprotein, ein Membranprotein mit drei
Transmembrandoméinen (Abb. 16A). Die Membranintegration dieses Proteins erfolgt dhnlich
wie die des HBV S-Proteins mit Hilfe einer Signal-Ankerdoméne (TM1) und einer Stop-
Transferregion (TM2) (Locker ef al., 1992). Aufgrund dieser strukturellen Homologie wurde
die S-Region in L durch die ersten beiden Transmembrandoménen des MHV M-Proteins
ersetzt (Abb. 15 A und D).

Nach Expression der hergestellten Mutante L::MHV in COS7-Zellen wurde das chimére, HA-
markierte Protein mit einem Molekulargewicht von 28 kDa detektiert (Abb. 16B, Spur 1), was

dem errechneten Molekulargewicht des nichtglykosylierten Proteins entspricht . Der
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PNGaseF-Verdau bestitige eine fehlende N-Glykosylierung der L-Chimére (Abb. 16C,
Spuren 1 und 2), wahrend der Nachweis von L::MHV in der mikrosomalen Fraktion eine
stabile Membranintegration des Proteins anzeigte. Gleichzeitig trat durch interne Initiation
innerhalb der prdS-Doméne ein M::MHV-Produkt mit einer GroBe von 21 kDa auf. Hier
zeigte jedoch die Behandlung mit PNGaseF, daB3 dieses Produkt N-Glykane trug, die durch
das Enzym spaltbar waren (Abb. 16C, Spuren 1 und 2). Wichtiger jedoch war der Befund, daf3
die praS-Doméne der L::MHV-Chimédre gegeniiber einer Spaltung mit Trypsin vollstdndig
sensitiv, die des M::MHV-Konstrukts hingegen vollstindig resistent war.

Diese Daten verdeutlichten, daf} die zwei Transmembrandoménen des MHV M-Proteins zwar
eine kotranslationale Translokation mit einhergehender N-Glykosylierung der praS2-Doméne
von M bewerkstelligen konnen, eine partielle posttranslationale Translokation der praS-
Domine von L hingegen nicht herbeifiihren konnen. Demzufolge scheint TM2 fiir den Prozel3
der posttranslationalen praS-Translokation nicht nur notwendig und hinreichend zu sein,

sondern dartiber hinaus auch spezifisch daran beteiligt zu sein.

A Abb. 16: Coronavirus TM-Segmente sind nicht in

der Lage, eine posttranslationale praS-

M (MHV) Translokation herbeizufiihren.

(A) Modell der MHV M-Topologie innerhalb
der ER-Membran. Das Protein weist drei
Transmembranregionen auf (Locker et al.,
1992). (B) Trypsinschutzversuch (s. Legende
Cytosol C von Abb.9 und 10) mit Mikrosomen aus
COS7-Zellen, die mit dem L::MHV-Gen
transfiziert wurden. Der obere Pfeil markiert
das L::MHV-Protein, der untere Pfeil
kennzeichnet das intern-gebildete M::MHV-

N Lumen

L::MHV Protein. (C) Behandlung der Mikrosomen aus
PNGascF transfizierten Zellen mit PNGaseF (s.
- + Legende von Abb. 9). Markiert ist hier die N-

—30 glykosylierte M::MHV-Form. Molekular-
“ gewichte (kDa) mitgefithrter Markerproteine

sind rechts gekennzeichnet. (D) Schematische

*‘ . Darstellung der Domaénenstruktur der
—20 L::MHV-Chimére. Die HBV praS1-Region
“ ist in griin und die prdS2-Region in orange

‘ dargestellt. Die verwendete MHV-Doméne,
1 2 welche die ersten beiden TM beinhaltet, ist in
violett gezeigt (s. auch Legende in Abb. 9).

26 46

D L::MHV
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1.1.8 Das postulierte priaS2-spezifische Translokationsmotiv beeinfluf3t
die praS-Translokation nicht

Im Zuge dieser Untersuchungen wurde eine Arbeit verdffentlicht, die beschreibt, da3 ein
kurzes a-helikales Peptid innerhalb der prdS2-Region die Fihigkeit besitzt, die
Plasmamembran von Zellen zu durchdringen und sogar als Transporter fiir groBere
Proteineinheiten durch die Zellmembran dienen kann (Oess und Hildt, 2000). Demzufolge
wurde dieses Peptid als Translokationsmotiv (TLM) bezeichnet. Die Ergebnisse der Arbeit
von Oess flihrten zu der Hypothese, dafl die praS2-Region moglicherweise wesentlich an der
posttranslationalen praS-Translokation von L durch intrazellulire Membranen beteiligt ist.
Folglich wurde eine L-Mutante erstellt, die eine Deletion dieses Peptids (Aminosduren 150-
163) tragt. Nachfolgend wurde mittels Trypsinschutzversuchen das Translokationsverhalten
dieser Mutante getestet. Wie das L-Wildtypprotein (Abb. 17, Spur 1) trat die Mutante LA150-
163 ebenfalls in Form einer Doppelbande auf (Abb. 17, Spur 4). Bedingt durch die Deletion
des Motivs wurden die beiden L-Formen mit Groen von 38- und 41 kDa detektiert. Der
Trypsinverdau bei intakter Mikrosomenmembran zeigte einen deutlichen Schutz der Mutante
LA150-163 (Abb. 17, Spur 5). Da nach Zugabe von Detergenz eine vollstindige Spaltung
erfolgte (Abb. 17, Spur 6), beruhte der Schutz nicht auf einer intrinsischen Trypsinresistenz,
sondern wurde durch Translokation der priS-Doméne in das Lumen der Mikrosomen
hervorgerufen. Das Translokationsverhalten dieser Mutante ist daher im Vergleich zum L-
Wildtypprotein nicht verdndert. Daraus folgt, daB das postulierte Translokationsmotiv

offensichtlich keine Rolle bei der praS-Translokation spielt.
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Abb. 17: Das praS2-Translokationsmotiv (TLM) spielt keine Rolle bei der posttranslationalen praS-
Translokation von L.
COS7-Zellen wurden mit dem L-Gen (links) oder mit der Mutante LA150-163 (rechts) transfiziert.
Zwei Tage nach der Transfektion wurden Mikrosomen prépariert, die entweder nicht behandelt (-/-)
oder mit Trypsin in Abwesenheit (+/-), oder Anwesenheit (+/4) von NP-40 inkubiert wurden. Nach
SDS-PAGE und Western-Transfer wurden die Proteine mit einem HA-spezifischen Antikdrper
analysiert. Die Hiillproteine mit ihren unterschiedliche N-Glykosylierungsformen sind auf der linken
Seite (Spuren 1-3) markiert. Auf der rechten Seite (Spuren 4-6) sind das nichtglykosylierte und
glykosylierte mutierte Protein angezeigt. Molekulargewichte (kDa) mitgefiihrter Markerproteine sind
ebenfalls rechts gekennzeichnet. Im unteren Teil der Abbildung befindet sich eine schematische
Darstellung der Doménenstruktur der Mutante LA150-163 (s. Legende von Abb. 9).

1.2 Das Translokationsverhalten von HBV-DHBV-Chimiiren

Um weitere Hinweise auf den Mechanismus der posttranslationalen praS-Translokation zu
erhalten, wurden chimire L-Proteine, bestehend aus Teilen des L-Proteins von HBV und des
L-Proteins des Entenhepatitis B-Virus (DHBV), beziiglich ihres préaS-
Translokationsverhaltens getestet. Fiir das L-Hiillprotein von DHBV ist bekannt, da3 es
ebenfalls durch partielle posttranslationale praS-Translokation eine duale Topologie ausbildet
(Guo und Pugh, 1997; Swameye und Schaller, 1997). Im Unterschied zum HBV L-Protein ist
die praS-Translokation bei DHBV jedoch von der gleichzeitigen Synthese des S-Proteins
abhingig.
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1.2.1 Der Einflul der DHBV S-Region

Zunichst wurde die gesamte S-Doméne im HBV L-Protein durch die S-Region des DHBV L-
Proteins ersetzt. Die Mutante praSpgySpusy wurde in COS7-Zellen exprimiert und
anschlieBend die Topologie des chiméren Proteins mittels Trypsinschutzversuchen untersucht.
Dazu wurden die Produkte zunéchst in einem 12,5%igen Polyacrylamidgel analysiert, um die
Polypeptide der L-Mutante ausreichend auftrennen zu kénnen. Das Die Mutante wurde in drei
unterschiedlichen Formen nachgewiesen und trat mit Molekulargewichten von 43, 40 und 36
kDa auf (Abb. 18, Spur 1). Die Deglykosylierung mit PNGaseF zeigte, da} es sich bei den
beiden groBeren Produkten um N-glykosylierte Formen handelte (Abb. 18, Spuren 4 und 5).
Da die S-Doméne von DHBV keine modifizierbare N-Glykosylierungsstelle tragt, mufte es
sich hierbei um N-Glykosylierungen innerhalb der prdaS1- und praS2-Regionen handeln.
Gleichzeitig trat durch interne Translationsinitiation die M-Form der Mutante mit einem
Molekulargewicht von 28 kDa auf (Abb. 18, Spur 1), die — in Anlehnung an den PNGaseF-
Verdau - ein N-glykosyliertes Produkt darstellte (Abb. 18, Spuren 4 und 5). Bei einem
Trypsinverdau mit intakten Mikrosomenmembranen waren sowohl die glykosylierten L- als
auch M-Formen der Mutante vollstindig geschiitzt (Abb. 18, Spur 2), wihrend die Zerstorung
der Membran zum proteolytischen Abbau der Produkte fiihrte (Abb. 18, Spur 3). Die praS-
Region der L- und M-Chiméren ist folglich einheitlich luminal orientiert, was auf einen
kotranslationalen Translokationsmechanismus hinweist. Die N-Glykosylierung der praS-
Region der L-Formen unterstiitzt diese Annahme.

Gleichzeitig wurden die Produkte der Mutante praSygvSpusy auch in einem 15%igen Gel
analysiert, um kleinere Proteine besser auftrennen zu konnen. Dabei wurde in geringem Malle
ein Protein mit einem Molekulargewicht von 20 kDa identifiziert, bei dem es sich um das
nichtglykosylierte DHBV S-Protein handelte, das durch interne Translationsinitiation von
dem chimiren Konstrukt gebildet wurde (Abb. 18, Spur 6). Wie Abbildung 18 zeigt, konnte
dieses Protein bei intakter mikrosomaler Membran ebenfalls nicht durch Trypsin gespalten
werden (Abb. 18, Spur 7). DHBV-S besitzt jedoch im Gegensatz zu HBV-S keine intrinsische
Trypsinresistenz (Swameye und Schaller, 1997), so daB3 nach Auflésung der Membran ein

Spaltprodukt mit einer GroBe von etwa 16 kDa auftrat (Abb. 18, Spur 8).
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Abb. 18: Analyse der priaS-Translokation bei der chimiiren Mutante priSgpySpugy-
Die Mikrosomen transfizierter COS7-Zellen wurden sowohl einem Trypsinschutzversuch unterzogen
(Spuren 1-3 und 6-7), als auch mit PNGaseF (Spuren 4 und 5) behandelt (s. Legende von Abb. 9). Die
Proteine wurden auf einem 12,5%igen (links) oder einem 15%igen Gel (rechts) aufgetrennt. Die Pfeile
markieren die chiméren L- (ggp43, gp40 und p36), M- (gp28) und S-Proteine (p20), sowie ein
tryptisches Spaltprodukt (T). Der untere Teil der Abbildung zeigt eine schematische Darstellung der
Doménenstruktur der L-Chimire (s. Legende von Abb. 7 und Abb. 9).

Zusammenfassend wurde beobachtet, da3 eine Substitution der S-Domine durch die S-
Region des verwandten DHBV, zu einer Veridnderung des praS-Translokationsverhaltens
fiihrt. Im Gegensatz zur posttranslationalen praS-Translokation bei dem L-Protein von HBV
und DHBV, wurde bei der praSygySpusy-Chimére iiberraschenderweise eine kotranslationale

praS-Translokation beobachtet.

1.2.2 Der Einflul der DHBYV praS-Region

In einem parallelen Ansatz wurde die priS-Domine des HBV L-Proteins gegen die des L-
Proteins von DHBV ausgetauscht (praSpusvSusy). Nach Expression dieses Konstrukts in
COS7-Zellen wurde beobachtet, dall - vergleichbar zum HBV L-Wildtypprotein - zwei
Produkte mit Molekulargewichten von 42 und 39 kDa gebildet wurden (Abb. 19, Spur 1).
Wiederum erfolgte eine Behandlung mit PNGaseF, die zeigte, da3 die 42 kDa-Form einen N-
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Glykanrest trug, wihrend das 39 kDa-Produkt nichtglykosyliert war (Abb. 19, Spuren 4 und
5). Da es sich hier um das HBV L-spezifische Glykosylierungsmuster handelte, kann
angenommen werden, daf3 die beobachtete Modifikation auf einer partiellen Glykosylierung
innerhalb der zweiten hydrophilen Schleife der HBV S-Domine beruhte. Durch die Fusion
der DHBYV priS-Region mit der HBV S-Doméne entfiel in dieser Chimére das Startkodon des
S-Proteins und da beim DHBV natiirlicherweise das Startkodon des M-Hiillproteins fehlt,
wurden folglich auBler den beiden Formen der L-Chimire keine weiteren Produkte
nachgewiesen. Der Trypsinschutzversuch zeigte, da3 die priS-Region beider L-Formen auch
ohne die Zugabe von NP-40 vollstindig abgespalten wurde (Abb. 19, Spur 2) und somit
einheitlich auf der AuBlenseite der Mikrosomen lokalisiert war. Infolgedessen wurden C-
terminale Spaltprodukte in glykosylierter und nichtglykosylierter Form gefunden (Abb. 19,
Spuren 2 und 3), was bestitigte, dal eine partielle N-Glykosylierung innerhalb der HBV S-
Region der Chimire praSpupySusy erfolgte. Die Daten wiesen insgesamt darauf hin, daf bei
der chiméren L-Mutante praSpusvSupyv eine Translokation der DHBV praS-Doméine weder

ko- noch posttranslational durchgefiihrt werden kann.

prdSpuBVSHBV
PraSpupvSuByv + Supv | + Spuev
Trypsin — 4 4 |PNGasesF — + +| — + +
NP-40 — — +|[— *F - - +f- -+
” —43
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- - - —
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|
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Abb. 19: Analyse der priaS-Translokation bei der chimiiren Mutante priSpuapyvSugyv-

COS7-Zellen wurden entweder mit der praSpypyvSygyv-Mutante allein (Spuren 1-5) oder zusammen mit
dem Sypy- (Spuren 6-8) bzw. Spppy-Gen (Spuren 9-11) kotransfiziert. Mit den Mikrosomen
transfizierter Zellen wurde ein Trypsinschutzversuch oder ein Verdau mit PNGaseF (Spuren 4 und 5)
durchgefiihrt (s. Legende von Abb. 9). Die Pfeile markieren die chimdren L-Proteine und deren
tryptische Spaltprodukte. Molekulargewichte (kDa) mitgefiihrter Markerproteine sind rechts
gekennzeichnet. Der untere Teil der Abbildung zeigt eine schematische Darstellung der
Doménenstruktur der L-Chimire (s. Legende von Abb. 7 und Abb. 9).
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Wie oben kurz erwidhnt, benétigt die posttranslationale praS-Translokation beim L-
Hiillprotein von DHBV die Koexpression des S-Proteins (Grgacic et al., 2000). Da die
praSpusySusy-Chimire aufgrund des fehlenden Startkodons das S-Protein durch interne
Initiation nicht exprimieren kann, wurde untersucht, ob eine Kotransfektion des HBV S- oder
des DHBV S-Proteins zusammen mit der praSpugyvSupyv-Mutante deren
Translokationsverhalten der prdS-Doméne verdndert. Wie Abbildung 19 zeigt, wurde die L-
Chimire auch unter diesen Bedingungen in glykosylierter und nichtglykosylierter Form
synthetisiert (Spuren 6 und 9). Gleichzeitig wurde das koexprimierte HBV S-Protein in Form
seiner typischen Doppelbande (24 kDa- und 27 kDa-Proteine) mit Hilfe des HA-spezifischen
Antikorpers detektiert (Abb. 19, Spur 6). Da das kotransfizierte DHBV S-Protein jedoch nicht
mit dem HA-Epitop markiert war, konnte es nicht durch den HA-Antikorper erkannt werden
(Abb. 19, Spur 9). Entscheidend war jedoch der Befund, daB die Kotransfektion sowohl mit
dem HBYV als auch mit dem DHBV S-Protein zu einem partiellen Trypsinschutz und damit
zur partiellen Translokation der DHBV priaS-Doméne der praSpysySupy-Chimére fiihrte
(Abb. 19, Spuren 7 und 10). Die Unvollstindigkeit des Trypsinschutzes war wiederum daran
ersichtlich, daB3 bei intakter Mikrosomenmembran gleichzeitig auch Spaltprodukte auftraten,
die geringfligig grofBer waren als die beiden Formen des HBV S-Proteins (Abb. 19, Spur 10).
Die priS-Domidne des DHBV L-Proteins besitzt ebenfalls zwei potentielle N-
Glykosylierungsstellen, die jedoch nicht modifiziert wurden. Folglich erfolgte die partielle
Translokation der prdS-Doméne bei dieser L-Chimédre bei Koexpression von S-Molekiilen
ebenfalls posttranslational.

Zusammenfassend verdeutlichen die vorgestellten Daten zu den HBV-DHBV-Chiméren, daf3
die L-Proteine von HBV und DHBV zur posttranslationalen praS-Translokation offensichtlich

unterschiedliche Mechanismen benutzen.
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2.  Untersuchungen zur intrazelluliren Lokalisation der

posttranslationalen praS-Translokation von L

Da die bisher beschriebenen Daten die Existenz einer HBV-spezifischen Membranpore nicht
unterstiitzen konnten, wurde die intrazelluldre Lokalisation der posttranslationalen praS-
Translokation untersucht, mit dem Ziel, Hinweise fiir alternative Mechanismen zu gewinnen.
In fritheren Studien verschiedener Arbeitsgruppen wurde vorgeschlagen, daB3 die
Translokation der prdS-Doméne in einem postER-Intermedidren Kompartiment stattfindet, da
sie nicht zu einer N-Glykosylierung der modifikations-kompetenten priS-Domine fiihrt
(Bruss et al., 1994; Ostapchuk et al., 1994; Prange und Streeck, 1995; Guo und Pugh, 1997;
Swameye und Schaller, 1997).

2.1 Intrazellulire Lokalisation von L nach transienter Expression

Um erste Hinweise von der Verteilung des L-Proteins innerhalb der Zelle zu bekommen,
wurden zunidchst Immunfluoreszenzanalysen durchgefiihrt. COS7-Zellen wurden transient
transfiziert und das L-Protein nach zweitdgiger Expression mit einem praS1-spezifischen,
polyklonalen Antiserum und indirekter Immunfluoreszenzmarkierung detektiert. L wurde
wesentlich in einem netzartigen Geflecht innerhalb der gesamten Zelle gefunden, wobei es
sich aufgrund der Morphologie dieser Struktur und des Syntheseortes von L um das
Endoplasmatische Retikulum (ER) handeln diirfte (Abb. 20A). Auffillig war jedoch, daB sich
das L-Protein in einer perinukledren Struktur stark ansammelte. Diese Lokalisation erinnerte
an eine typische Golgi-Struktur (Presley et al., 1997), weshalb mit Hilfe einer Doppelfarbung
eine mogliche Lokalisation des L-Proteins im Golgi-Komplex untersucht wurde. Dazu wurde
ein anti-S8K-Antikdrper verwendet, der spezifisch ein peripheres Membranprotein mit einer
GroBe von 58 kDa erkennt, das an der zytoplasmatischen Seite des Golgi-Apparates
lokalisiert ist. Bei dem Protein handelt es sich um eine Formiminotransferase-
Cyclodeaminase (FTCD), ein bifunktionales Enzym, das bei der Modifikation von
Tetrahydrofolat beteiligt ist (Bloom und Brashear, 1989; Bashour und Bloom, 1998). Die
Immunfluoreszenzanalyse zeigte, dal das 58K-Protein perinukleér in einer punktformigen
Struktur lokalisiert ist (Abb. 20B). Da es sich um ein zelluldres Protein handelt, konnte es in
jeder Zelle detektiert werden. Wurden in einer Zelle, die das L-Protein exprimierte, die L- und

58K-spezifischen Fluoreszenzen iibereinandergelagert, so zeigte sich eine deutliche
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Kolokalisation der beiden Proteine (Abb. 20B). Das L-Protein ist folglich in der Lage, auch in

Golgi-Strukturen transportiert zu werden, was bisher unbekannt war.

58K L + 58K

Abb. 20: Intrazellulire Lokalisation des L-Proteins.
Indirekte Immunfluoreszenzanalyse transfizierter COS7-Zellen. (A) Die Lokalisation des L-Proteins
wurde nach Fixierung der Zellen mit einem praS1-spezifischen, polyklonalen Antiserum und einem
Rhodamin-markierten Sekundérantikorper analysiert. (B) Die Zellen wurden nach Fixierung mit einem
praS1-spezifischen, polyklonalen Kaninchenantiserum und einem anti-58K monoklonalen
Mausantikorper koinkubiert. Die gebildeten Antikorper-Antigen-Komplexe wurden mit einem
Rhodamin-markierten anti-Kaninchen- (linkes Bild) bzw. einem DTAF-markierten anti-
Mausantikdrper (mittleres Bild) detektiert. Im rechten Bild ist eine Ubereinanderlagerung der beiden

Fluoreszenzen gezeigt. (C) Die Zellen wurden wahrend der gesamten Expressionsdauer mit BFA
behandelt. Nach der Fixierung wurden sie wie in (B) analysiert.
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Um den Befund der Golgi-Lokalisation von L zu untermauern, wurden COS7-Zellen nach
transienter Transfektion mit Brefeldin A (BFA) behandelt. BFA ist ein Lacton, das von
unterschiedlichen Pilzen synthetisiert wird (Harri, 1963). Die Behandlung von Zellen mit
BFA fiihrt zur Auflosung der Membranstrukturen des cis- und medial-Golgi-Apparates. Die
Proteine dieser Kompartimente finden sich nachfolgend im ER wieder (Lippincott-Schwartz
et al., 1989). Dies fiihrt letztlich zum Verlust der Sekretionsfihigkeit der Zelle. In
Immunfluoreszenzstudien, in denen wiederum das L-Protein und das 58K-Protein gleichzeitig
markiert wurden, zeigte sich, dal unter dem Einflul von BFA die perinukledre, punktformige
Struktur verschwand, und sowohl L als auch 58K vorwiegend im ER lokalisiert waren (Abb.
20C). Die beschriebenen Daten legten nahe, dall das L-Protein den gesamten Sekretionsweg
vom ER bis zum cis-Golgi durchlaufen kann. Nachfolgend sollte nun ermittelt werden, in

welchem subzelluldren Kompartiment die Translokation der praS-Domine erfolgt.

2.2 Die posttranslationale praS-Translokation von L findet nicht im

Golgi-Komplex statt

Zunichst wurde eine mogliche Rolle des Golgi-Komplexes bei der posttranslationalen praS-
Translokation untersucht. Hierzu wurde die Expression und Reifung des L-Proteins unter dem
EinfluBl von BFA getestet. Wie oben dargelegt, fithrt BFA zur Auflosung des Golgi-Apparates
und damit zur Hemmung der Sekretion. Folglich wurde die Wirkung von BFA anhand der
Sekretion des S-Proteins kontrolliert. COS7-Zellen, die mit S transfiziert werden, sezernieren
normalerweise das S-Protein in groBen Mengen als subvirale Partikel in den Uberstand.
Wurden nun transfizierte Zellen wiahrend der gesamten Expressionsdauer von S mit BFA
behandelt, so konnten keine S-Partikel im Uberstand nachgewiesen werden, wihrend ohne
BFA-Zugabe das S-Protein effizient sezerniert wurde (Abb. 21A). Dies bestitigte die
Wirkung von BFA unter den angewendeten Bedingungen.

Wurde nun die Topologie des L-Proteins nach BFA-Behandlung von Zellen mittels
Proteaseschutzversuch untersucht, so zeigte sich auch hier, dal die praS-Region des L-
Proteins partiell vor proteolytischer Spaltung geschiitzt war (Abb. 21B, Spur 5). Vergleichbar
zum Kontrollversuch, der ohne die Zugabe von BFA durchgefiihrt wurde (Abb. 21B, Spuren

1-3), erfolgte die Translokation der praS-Domine ebenfalls posttranslational, da keine N-
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Glykosylierung der praS-Region beobachtet wurde (Abb. 21B, Spuren 4-6). Der Golgi-

Komplex ist folglich fiir die Reorientierung der prdS-Domine entbehrlich.
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Abb. 21: Der Golgi-Komplex ist fiir die praS-Translokation entbehrlich.

(A) COS7-Zellen wurden mit dem S-Gen transfiziert und entweder nicht (-BFA) oder wahrend der
gesamten Expressionsdauer mit BFA behandelt (+BFA). Nach zwei Tagen wurde mit Hilfe eines S-
spezifischen ELISAs die Konzentration des S-Proteins im Zellkulturiiberstand ermittelt. Die rote Linie
markiert das unspezifische Hintergrundsignal. (B) COS7-Zellen wurden mit dem L,-Gen transfiziert
und entweder nicht (-BFA) oder wahrend der gesamten Expressionsdauer mit BFA behandelt (+BFA).
Nach zwei Tagen wurden Mikrosomen prépariert und ein Trypsinschutzversuch durchgefiihrt (s.
Legende von Abb. 9). Pfeile kennzeichnen das N-glykosylierte und nichtglykosylierte L-Protein.
Molekulargewichte (kDa) mitgefiihrter Markerproteine sind rechts gekennzeichnet.
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2.3 Die posttranslationale priaS-Translokation von L findet im ER statt

Um den intrazelluliren Ort der prdS-Translokation eindeutig zu identifizieren, wurden
subzelluldre Fraktionierungen L-transfizierter COS7-Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden die
intrazelluldiren Membranfraktionen auf einen Nycodenz-Dichtegradienten aufgetragen und
durch Ultrazentrifugation getrennt. Nach Fraktionierung des Gradienten wurden die
subzelluldren Kompartimente mittels spezifischer Antikorper detektiert. Das ER wurde durch
einen Antikorper gegen Protein-Disulfid-Isomerase (PDI), ein 16sliches Protein im Lumen des
ER, nachgewiesen und in Fraktionen 1 bis 7 gefunden (Abb. 22A). Das Rab2-Protein wurde
als spezifischer Marker fiir das Intermedidre Kompartiment (IC) benutzt. Rab-2 ist eine
GTPase, die in prd-Golgi intermedidren Strukturen (Vesikel und tubuldre Strukturen)
lokalisiert ist (Tisdale et al., 1992), die den Proteintransport vom ER zum Golgi-Komplex
vermitteln (Tisdale und Balch, 1996). Das IC wurde in den Fraktionen 9 bis 12 detektiert,
wobei es liberwiegend in den Fraktionen 10 und 11 vorkam. Als Marker fiir den Golgi-
Komplex wurde das S8K-Protein benutzt, das schon in Abschnitt 2.1 beschrieben wurde. Der
Golgi kam in den leichtesten Fraktionen 13 bis 15 vor. Mit dieser Fraktionierung konnte
folglich eine gute Auftrennung der intrazelluliren Membranstrukturen, die am
Proteintransport vom ER zum Golgi beteiligt sind, erzielt werden.

Wurde nun in einem solchen Gradienten nach dem L-Protein gesucht, so zeigte sich, daf3 es
wie erwartet vorwiegend im ER anzutreffen ist, hingegen in nur sehr geringem Mafe im IC
vorkommt (Abb. 22A). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der
Immunfluoreszenzanalysen wurde das L-Protein auch in Golgi-Strukturen gefunden.
AnschlieBend wurde dann das L-Protein in der Spitzen-ER-Fraktion (Fraktion 4) im
Trypsinschutzversuch untersucht. Diese Analyse zeigte deutlich, daB3 bei intakter ER-
Membran ein partieller Trypsinschutz besteht (Abb. 22B). Die posttranslationale

Translokation der praS-Doméne erfolgt demzufolge bereits innerhalb des ER.
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Abb. 22: Die posttranslationale priaS-Translokation erfolgt an der ER-Membran.

Zur subzelluldren Fraktionierung wurden COS7-Zellen, die mit dem L,-Gen transfiziert waren,
homogenisiert und durch isopyknische Dichtezentrifugation in einem Nycodenz-Gradienten
fraktioniert. (A) Die einzelnen Fraktionen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und beziiglich der
Verteilung intrazelluldrer Kompartimente mittels Markerprotein-spezifischer Antikorper im Western-
Blot analysiert. Als Markerprotein fiir das ER wurde die Protein-Disulfid-Isomerase (PDI), fiir das IC
das Rab2-Protein (Rab2) und fiir den Golgi-Komplex das 58K-Protein (58K) ausgewéhlt. Im oberen
Teil der Abbildung ist das abgeleitete Verteilungsprofil der einzelnen Kompartimente (PDI, blau;
Rab2, rot; 58K, griin) zusammen mit dem Dichteprofil des Gradienten (gelb) dargestellt. Im unteren
Teil wurden die einzelnen Fraktionen hinsichtlich der Verteilung des L-Proteins untersucht. (B) Mit
den Vesikeln aus der ER-Fraktion 4 wurde ein Trypsinschutzversuch durchgefiihrt (s. Legende von
Abb. 9). N-glykosylierte und nichtglykosylierte L-Molekiile sind markiert.
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3. Die Bedeutung wirtseigener Komponenten fiir die

posttranslationale priaS-Translokation von L

Die bisher dargestellten Ergebnisse sprechen insgesamt gegen einen Membrankanal, der
durch die HBV-Hiillproteine ausgebildet werden konnte. Der Befund, dall die
posttranslationale praS-Translokation bereits im ER erfolgt, zusammen mit Arbeiten iiber den
Mechanismus der posttranslationalen Proteintranslokation in Hefezellen (Brodsky et al.,
1995; Panzner et al., 1995; Matlack et al., 1997; McClellan et al., 1998), fithrte zu der
alternativen Hypothese, da3 das L-Protein moglicherweise das ER-Translokon zur prasS-
Reorientierung benutzt. Dies wiirde voraussetzen, da3 das L-Protein nach seiner Synthese
entweder fiir lingere Zeit mit dem Translokon assoziiert bleibt, oder mit diesem reassoziiert.
Um zunéchst dieser Frage nachzugehen, wurden Untersuchungen zur Extrahierbarkeit des L-

Proteins aus Membranen durchgefiihrt.

3.1 Untersuchungen zur Kinetik der Membranverankerung von L

Der Zeitverlauf der Membranintegration des L-Proteins wurde mittels der Methode der
alkalischen Natriumcarbonat-Extraktion untersucht. Mit dieser Technik ist es mdglich, jene
Membranproteine, die nur peripher mit der Membran assoziiert sind, oder noch nicht
vollstindig in die Membran eingelagert sind, von jenen zu unterscheiden, die vollstindig in
der Lipidschicht verankert sind (Fujiki et al., 1982). Dazu wurden zunichst transient-
transfizierte COS7-Zellen fiir 10 Minuten einer radioaktiven Markierung unterzogen. Nach
unterschiedlichen Chase-Phasen wurden jeweils Mikrosomen pripariert und mit
Natriumcarbonat (pH 11,5) behandelt. Hierbei verbleiben vollstindig integrierte
Membranproteine in der Pelletfraktion (P), wihrend membranassozierte und 16sliche Proteine
in den Uberstand (S) abgegeben werden. Wurde in diesem Ansatz das L-Protein untersucht,
so zeigte sich, daBl selbst 30 Minuten nach Beendigung seiner Synthese etwa 10% der L-
Molekiile in der 16slichen S-Fraktion auftraten und folglich noch nicht in die ER-Membran
integriert waren (Abb. 23A, Spuren 1 und 2). Als Kontrolle wurde im gleichen
Versuchsansatz anschlieBend das residente ER-Membranprotein Calnexin untersucht. Wie
Abbildung 23B zeigt, wurde dieses Protein sehr schnell und effizient aus dem Translokon in
die ER-Membran entlassen, da es schon direkt nach seiner Synthese ausschlieBlich in der
Pelletfraktion auftrat (Abb. 23B, Spurl). Um die ungewdhnlich lange Assoziation mit dem

ER-Translokon weiterfithrend zu analysieren, wurde auch das Verhalten der Mutante
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L,ATM1/3/4 getestet. Wie schon in Absatz 1.1.6 beschrieben, fiihrt diese Mutante ebenfalls
eine posttranslationale praS-Translokation durch. Es zeigte sich auch hier deutlich, daB ein
Teil der Molekiile 20 beziehungsweise 30 Minuten nach ihrer Synthese durch alkalische
Extraktion in den Uberstand iibergingen und folglich nicht in die ER-Membran integriert
waren (Abb. 23 B, Spuren 6 und 8). Diese Ergebnisse legten nahe, dal3 sich ein Teil der L-
Molekiile auch noch nach Beendigung ihrer Synthese in einer Proteinumgebung - wie zum
Beispiel dem ER-Translokon - befinden, die eine transmembrane Translokation der praS-

Region ermoglichen konnte.
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Abb. 23: Analyse der Membranverankerung von L: L ist auch 30 Minuten nach seiner Synthese nicht
vollstindig in die Lipidschicht integriert.
COS7-Zellen wurden mit der Mutante L, (A, links) oder L,ATM1/3/4 (A, rechts) transfiziert. Zwei
Tage nach der Transfektion wurden die Zellen fiir 10 min radioaktiv markiert und entweder direkt
lysiert (0° Chase) oder anschlieBend einer Chase-Phase von 20 bzw. 30 min unterzogen. Mikrosomen
wurden anschlieend mit alkalischer Carbonat-Losung behandelt. Durch Ultrazentrifugation wurden
integrale Proteine (P) von membranassoziierten und loslichen Proteinen (S) getrennt. (A) Die Proben
wurden abschliefend mit einem praS1-spezifischen Antiserum immunpréazipitiert, durch SDS-PAGE
aufgetrennt und im Phosphorlmager analysiert. (B) Die Proben der Spuren 3, 4, 7 und 8 aus (A)
wurden in einer zweiten Analyse mit einem anti-Calnexin-spezifischen Antikérper immunprézipitiert
und ebenfalls mittels SDS-PAGE untersucht. Molekulargewichte (kDa) mitgefiihrter Markerproteine
sind rechts gekennzeichnet.
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3.2 Das L-Protein interagiert in vivo mit den zelluliren Chaperonen BiP,

Hsc70 und Hsp40

Die Translokation einer hydrophilen Proteindoméne durch einen Membrankanal in das ER-
Lumen erfordert einen Mechanismus, der den gleichzeitigen FluBl von Ionen und die damit
verbundene Zerstorung des Membrangradienten verhindert. Untersuchungen zur
posttranslationalen Proteintranslokation mittels des Translokons in Hefezellen konnten
zeigen, dafl intrazellulire Chaperone sowohl am Transportprozel3 selbst als auch am
VerschluB3 der Membran beteiligt sind (Brodsky et al., 1995; Panzner et al., 1995; Matlack et
al., 1997; McClellan ef al., 1998). In diesem Zusammenhang spielen besonders das
konstitutiv-exprimierte, zytosolische Chaperon Hsc70 und das im ER-Lumen lokalisierte BiP-
Protein eine Rolle. Deshalb wurde untersucht, ob auch das L-Protein in vivo an diese
zellularen Chaperone bindet. Um eine mdgliche Bindung festzustellen, wurden
Koimmunprézipitationsanalysen durchgefiihrt, indem COS7-Zellen, die mit dem Lya-
Konstrukt transfiziert waren, zundchst unter nichtdenaturierenden Bedingungen lysiert
wurden. Das Zellysat wurde anschlieend mit monoklonalen Antikdrpern, spezifisch fiir
Hsc70 oder BiP, die zuvor an magnetische Partikel kovalent gebunden wurden, inkubiert.
Gebundene Proteine wurden in einem Magnetfeld vom {ibrigen Lysat abgetrennt. Nach
mehrfachen Waschschritten wurden abschlieBend die gebundenen Proteine mittels
Gelelektrophorese und Western-Transfer analysiert. Als Kontrollen wurden die magnetischen
Partikel mit einem unspezifischen IgG-Antikdrper oder nur mit Rinder-Serum-Albumin
(BSA) beladen. Die Untersuchung des Zellysats zeigte zunichst, da3 durch interne Initiation
neben dem L-Protein erwartungsgeméal auch das M- und S-Protein synthetisiert wurde (Abb.
24, Spur 1). Entscheidend war jedoch die Analyse der Immunprézipitate. Diese wies nach,
dal3 sowohl bei Prazipitation von BiP als auch von Hsc70 eine Koprézipitation des L-Proteins
erfolgte (Abb. 24, Spuren 4 und 5). M- und S-Hiillproteine konnten hingegen nicht
nachgewiesen werden, was die Spezifitit der Bindungen zwischen dem L-Protein und den
untersuchten Chaperonen untermauert. Eine unspezifische Bindung von L an die verwendeten
Partikel konnte anhand der mitgefiihrten Kontrollen ausgeschlossen werden (Abb. 24, Spuren

2 und 3).
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Abb. 24: Das L-Protein interagiert mit Hsc70 und BiP.

COS7-Zellen, die mit dem L,-Gen transfiziert waren, wurden unter nichtdenaturierenden Bedingungen
lysiert. Das Lysat wurde entweder direkt durch SDS-PAGE aufgetrennt oder mit magnetischen
Partikeln inkubiert, an die entweder BSA (Spur 2), ein unspezifischer IgG-Antikdrper (Spur 3), ein
anti-BiP-Antikorper (Spur 4) oder ein anti-Hsc70-Antikorper (Spur 5) kovalent gebunden waren. Nach
erfolgter Immunprézipitation (IP) wurden die Partikel mit Hilfe eines Magneten separiert, gewaschen
und die gebundenen Proteine in einem SDS-Gel aufgetrennt. Nach Western-Transfer wurde der Blot
mit einem HA-spezifischen Antikérper analysiert. Molekulargewichte (kDa) mitgefiihrter Marker-
proteine sind rechts gekennzeichnet.

Analysen im Hefesystem zeigten ebenso, daB3 die posttranslationale Proteintranslokation
neben dem zytosolischen Chaperon Hsc70 auch das Kochaperon Hsp40 benoétigt (McClellan
et a., 1998). Folglich wurde gepriift, ob Hsp40 auch an der Interaktion von Hsc70 mit dem L-
Protein beteiligt ist. Dazu wurde zunéchst - wie oben beschrieben - eine Koprézipitation des
L-Molekiils mit einem Hsc70-spezifischen Antikorper durchgefiihrt. Nachdem die Bindung
von L im Western-Blot bestétigt war (Abb. 25), wurde die Nitrozellulosemembran
anschliefend sowohl mit einem Hsc70-spezifischen als auch einem Hsp40-spezifischen
Antikorper analysiert. Wie erwartet, wurde Hsc70 als Antigen des kovalent-gebundenen
Antikorpers spezifisch an die magnetischen Partikel gebunden und als 73 kDa-Bande
detektiert. Wichtiger jedoch war der Befund, daf auch das Helferchaperon Hsp40 zusammen
mit L koprézipitiert wurde. Es trat deutlich als 40 kDa-Bande im Immunpréazipitationsansatz

auf (Abb. 25, Spur 3). Hsp40 ist folglich Bestandteil des L-Hsc70-Komplexes.
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In einem weiteren Kontrollansatz wurde die Nitrozellulosemembran nach erfolgter
Koimmunprézipitation des L-Proteins in einer zweiten Western-Blot-Analyse mit Antikorpern
gegen Hsc70 und BiP gleichzeitig inkubiert. Dabei konnte wiederum - wie erwartet -
festgestellt werden, da3 sowohl BiP (78 kDa) als auch Hsc70 (73 kDa) effizient durch die
Immunprizipitation isoliert wurden (Abb. 26). Uberraschenderweise wies jedoch das
Prizipitat mittels monoklonalen BiP-Antikorpern auch eine Bande auf der Hohe von Hsc70
auf (Abb. 26, Spur 4). Dabei muf3 es sich jedoch nicht unbedingt um Hsc70 handeln, da
potentiell auch Abbauprodukte von BiP detektiert wurden. Im Hsc70-Ansatz wurde kein BiP-
Protein nachgewiesen (Abb. 26, Spur 5).

,\Q 7 Abb. 26: Analyse des L-BiP- und L-Hsc70-
%Y" G 8 Y IP Komplexes.

éb Sg” Es wurde zunéchst eine Koimmunprézipitation
= von L durchgefiihrt, wie sie in der Legende von
- Abb. 24 beschrieben ist. Danach wurde die
q; -94 Western: Nitrozellulosemem'br'?n gleichzc.ei.tig mit
3 oBiP monoklonalen Antikdrpern spezifisch fiir
Hsc70 und BiP analysiert. Die Proteine BiP
+ aHsc70 und Hsc70 sind durch Pfeile markiert.
Molekulargewichte (kDa) mitgefiihrter

1 2 3 4 5§ Markerproteine sind rechts gekennzeichnet.
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4. Untersuchungen zur Rekonstitution der posttranslationalen

praS-Translokation in vitro

Um den Mechanismus der posttranslationalen praS-Translokation vollstindig aufkldren zu
konnen, wire es wiinschenswert, diesen isoliert von der zelluliren Umgebung zu untersuchen.
Erst in dieser Situation sollte es moglich sein, analysierend in den Proze einzugreifen, ohne
gleichzeitig andere essentielle zellulire Mechanismen zu beeinflussen. Denkbar ist zum
Beispiel ein Einsatz verschiedener Inhibitoren, die im Gesamtzellsystem nicht oder nur
schlecht verwendet werden kdnnen, um mdoglicherweise neue Komponenten zu identifizieren,
die an der Translokation beteiligt sind. Daher wurde versucht, den Prozel der priS-
Translokation in einem In vitro-System zu analysieren. Dieser Ansatz wurde bereits von
anderen Arbeitsgruppen gewéhlt (Ostapchuk et al., 1994; Prange und Streeck, 1995), die
jedoch feststellen muBlten, daB3 in den verwendeten In vitro-Systemen eine Translokation der
praS-Domine des L-Proteins nicht erfolgt. In der vorliegenden Arbeit wurde nun getestet, ob
durch den Einsatz eines flexiblen Retikulozytenlysat-Systems Parameter identifiziert werden
konnen, die eine Translokation der praS-Region in vitro ermoglichen. Im Vergleich zu den
frither verwendeten Ansétzen besteht ein wesentlicher Unterschied dieses Systems darin, daf3
Versuche ohne die Zugabe von DTT durchgefiihrt werden konnen. Zunichst wurde gepriift,
ob die HBV S- und L-Proteine in diesem System exprimiert werden. Dazu wurden die
entsprechenden mRNAs im ,,FlexiRabbit“-Reticulozytenlysat-System ohne die Zugabe von
DTT translatiert. In den Ansidtzen fiir S und L, entstand jeweils ein Produkt mit einem
Molekulargewicht von 24 kDa bzw. 39 kDa (Abb. 27, Spuren 1 und 5). Aufgrund der GréBen
handelte es sich um das nichtglykosylierte S- bzw. L-Protein. Die Translation der L-Wildtyp-
mRNA fiihrte zusétzlich zur Bildung der nichtglykosylierten M- (30 kDa) und S-Proteine (24
kDa) (Abb. 27, Spur 3). Bedingt durch die Signalsequenzen innerhalb der S-Region fiihrt die
Zugabe von Mikrosomen zum Translationsansatz zu einem Einbau der Proteine in die
mikrosomale Membran und folglich zu einer partiellen N-Glykosylierung der S-Domaéne.
Daher wurden unter diesen Bedingungen neben den nichtglykosylierten Produkten die
entsprechend einfachglykosylierten L- (gp42; Abb. 27, Spuren 4 und 6) und S- (gp27; Abb.
27, Spur 2) Proteine gebildet. Das M-Protein trat durch zusdtzliche N-Glykosylierung
innerhalb seiner priS2-Region sowohl in einfach- (gp33) als auch in zweifachglykosylierter
Form (ggp36) auf (Abb. 27, Spur 4). Eine enzymatische Deglykosylierung mit PNGaseF
bestétigte das oben beschriebene Glykosylierungsmuster (Abb. 27, Spuren 7-10), da nun nur
die nichtglykosylierten Produkte auftraten (Abb. 27, Spuren 8 und 10). Diese Ergebnisse
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zeigten, dal} die Synthese, kotranslationale Membranintegration und Modifikation der HBV-

Hiillproteine in vitro die In vivo-Situation widerspiegeln.
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Abb. 27: Analyse des S- und L-Proteins nach In vitro-Translation und -Translokation.

Das S- (Spuren 1, 2, 7 und 8), das L- (Spuren 3, 4, 9 und 10) und das L,-Gen (Spuren 5 und 6) wurden
in einem zellfreien Translationssystem entweder in Abwesenheit (-) oder Anwesenheit (+) von
Mikrosomen exprimiert. Nach der Synthese wurden die Mikrosomen durch ein Saccharosekissen
sedimentiert, um sie von l6slichen Proteinen zu trennen. Die Mikrosomen der Spuren 7-10 wurden
entweder direkt (Spuren 7 und 9) oder nach der Behandlung mit PNGaseF (Spuren 8 und 10)
analysiert. Die Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit einem PhosphorImager
analysiert. Nichtglykosylierte (p) und glykosylierte (gp, ggp) Formen der Proteine sind links
gekennzeichnet. Sternchen (*) auf der rechten Seite kennzeichnen nichtglykosylierte Formen.

Um die Topologie des L-Proteins zu analysieren, wurde zunéchst eine /n vitro-Translation
unter Zugabe von Hundepankreas-Mikrosomen durchgefiihrt und daraufhin ein
Trypsinschutzversuch angeschlossen. Als Kontrollprotein wurde der o-Faktor aus der Hefe
Saccharomyces cerevisiae untersucht, ein sekretorisches Protein mit einer Grof3e von 32 kDa,
das kotranslational in das Lumen des ER transportiert wird. Dieses Protein zeigte einen
Schutz gegeniiber der Proteolyse mit Trypsin von etwa 50% (Abb. 28, Spur 2). Die
verwendeten Mikrosomen schienen folglich teilweise beschidigt zu sein, so dal3 - abweichend
zu den Herstellerangaben des Systems - nur ein partieller Schutz beobachtet wurde.
Entscheidend war jedoch der Befund, daB3 das L-Protein in diesem System durch Trypsin
vollstindig gespalten wurde (Abb. 28, Spuren 5 und 8). Die prdS-Region von L schien
demzufolge einheitlich auf der zytosolischen Seite der Membran lokalisiert zu sein.
Abweichend zur In vivo-Situation hat eine partielle, posttranslationale Translokation der praS-

Region offensichtlich nicht stattgefunden.
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Abb. 28: Analyse der L-Topologie nach In vitro-Translation.

Das Gen fiir den o-Faktor aus Saccharomyces cerevisiae (Spuren 1-3 und 10-12), sowie das L-
(Spuren 4-6 und 13-15) und das L,-Gen (Spuren 7-9 und 16-18) wurden in einem zellfreien
Translationssystem entweder in Abwesenheit von Mikrosomen (oberer Teil) oder Digitonin-
permeabilisierten Zellen (unterer Teil) exprimiert. Nach der Synthese wurden die Mikrosomen bzw.
Digitonin-permeabilisierten Zellen durch ein Saccharosekissen sedimentiert, um sie von ldslichen
Proteinen zu trennen. Es wurde anschlieBend jeweils ein Trypsinschutzversuch durchgefiihrt (s.
Legende von Abb. 9). Die Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit einem
Phosphorlmager analysiert. Nichtglykosylierte und N-glykosylierte Formen des L-Proteins sowie N-
glykosylierte (gT) und nichtglykosylierte (T) tryptische Spaltprodukte sind durch Pfeile
gekennzeichnet. Der o-Faktor aus S. cerevisiae ist durch ein Kreuz (x) markiert.

Nachfolgend wurde untersucht, ob moglicherweise der Einsatz eines anderen
Membransystems eine praS-Translokation in vitro herbeifiihren kann. Dazu wurden COS7-
Zellen verwendet, deren Plasmamembran mittels Digitonin permeabilisiert wurde. Diese
Methode 148t intrazellulire Membransysteme unversehrt, so dall eine effektive Expression
von Proteinen weiterhin moglich ist (Wilson et al., 1995). Hierbei zeigte sich, dall sowohl das
Kontrollprotein o-Faktor als auch das L-Protein synthetisiert und in mikrosomale Membranen
integriert wurden (Abb. 28, Spuren 10, 13 und 16). Jedoch wurde auch in diesem Ansatz die
praS-Domine des L-Proteins vollstindig durch Trypsin gespalten und daher nicht in das

Lumen des ER transloziert (Abb. 28, Spuren 14 und 17).
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Abb. 29: Analyse der L-Topologie nach In vitro-Translation unter ATP-Zugabe bzw. -Depletion.

Das L- (Spuren 1-9) und das L,-Gen (Spuren 10-11) wurden in einem zellfreien Translationssystem
entweder in Anwesenheit von Hundepankreas-Mikrosomen und unterschiedlichen ATP-
Konzentrationen (Spuren 1-9) oder unter Zugabe Digitonin-permeabilisierter Zellen und gleichzeitiger
ATP-Depletion durch Zugabe des Enzyms Apyrase (Spuren 10-13) exprimiert. Nach der Synthese
wurden die Mikrosomen bzw. Digitonin-permeabilisierten Zellen durch ein Saccharosekissen
sedimentiert, um sie von Idslichen Proteinen zu trennen. Es wurde anschliefend jeweils ein
Trypsinschutzversuch durchgefiihrt (s. Legende von Abb. 9). Die Proteine wurden durch SDS-PAGE
aufgetrennt und mit einem PhosphorIlmager analysiert. Nichtglykosylierte und N-glykosylierte Formen
des L-Proteins sowie N-glykosylierte (gT) und nichtglykosylierte (T) tryptische Spaltprodukte sind
durch Pfeile gekennzeichnet.

In Abschnitt 3.2 wurde dargelegt, dal3 das L-Protein in vivo an zelluldre Chaperone bindet.
Diese Interaktionen konnten auch eine wesentliche Rolle bei der posttranslationalen praS-
Translokation spielen. Da die Funktion vieler zelluldrer Chaperone durch die Bindung und
Hydrolyse von ATP reguliert wird (Ellis, 1997; Bukau und Horwich, 1998; Zimmermann,
1998; Ellis und Hartl, 1999), wurde untersucht, ob die ATP-Konzentration des In vitro-
Translations-Translokations-Ansatzes einen Einflufl auf die Translokation der praS-Region
besitzt. Zundchst wurde das L-Protein unter Verwendung unterschiedlicher ATP-
Konzentrationen synthetisiert. Es zeigte sich, dal sowohl bei 4 mM als auch bei 16 mM ATP
das L-Protein nicht mehr innerhalb der Mikrosomenfraktion detektierbar war (Abb. 29,
Spuren 4-9). In einem anderen Experiment wurde dem Translationsansatz das Enzym Apyrase
zugefligt, das die Hydrolyse von ATP zu ADP und weiter zu AMP katalysiert. Jedoch konnte
auch nach Reduktion der ATP-Konzentration innerhalb des Translations-Translokations-
Ansatzes keine eindeutige Reorientierung der praS-Doméne festgestellt werden (Abb. 29,
Spuren 10-12). Es bleibt daher weiterhin offen, warum eine posttranslationale praS-
Translokation von L in vitro nicht moglich ist. Die Identifizierung der essentiellen Faktoren,
die in vitro fehlen oder inaktiv sind, wiirde sicherlich zur Aufklirung des Mechanismus

beitragen.
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IV. Diskussion

Das grofle L-Hiillprotein des Hepatitis-B-Virus besitzt eine Schliisselrolle im viralen
Lebenszyklus. Es ist nicht nur an der spezifischen Bindung eines Rezeptormolekiils auf der
Oberflache von Hepatozyten beteiligt (Neurath et al., 1986), sondern es vermittelt auch die
Umhiillung der HBV Nukleokapside (Bruss und Ganem, 1991b; Bruss, 1997). Damit ist das
L-Protein fiir die Infektion und Morphogenese von HBV essentiell. Zusétzlich ist es an der
Regulierung der intrazelluldren cccDNA-Konzentration beteiligt (Summers, et al., 1990) und
wirkt als transkriptioneller Transaktivator (Caselmann et al., 1990; Hildt, et al., 1995; Hildt et
al., 1996; Kim et al., 1997). Entscheidend fiir diese Multifunktionalitit von L ist seine
ungewoOhnliche duale Topologie (Bruss ef al., 1994; Ostapchuk et al., 1994; Bruss und Vieluf,
1995; Prange und Streeck, 1995). Das HBV L-Protein ist das erste Beispiel eines viralen
Proteins, das unterschiedliche transmembrane Topologien benutzt, um eine Vielzahl von
Funktionen ausiiben zu konnen. Zwar finden sich auch in Siugerzellen einige
Membranproteine, wie z.B. Ductin, Aquaporin oder die mikrosomale Epoxidhydrolase, die
multiple Topologien ausbilden (Zhang et al., 1993; Dunlop et al., 1995; Levy, 1996; Zhu et
al., 1999; Lu et al., 2000), doch das L-Protein zeichnet sich gegeniiber diesen vor allem
dadurch aus, dal die duale Topologie mit Hilfe einer partiellen posttranslationalen
Translokation seiner pridS-Doméine herbeigefiihrt wird (Bruss et al., 1994; Prange und
Streeck, 1995). Welcher Mechanismus benutzt wird, um die hydrophile praS-Region von L
mit einer GroBe von 163 Aminosduren posttranslational durch die ER-Membran zu
translozieren, ist bis heute offen. Sowohl Sequenzanalysen des HBV S-Proteins als auch
Untersuchungen zu dem DHBYV L-Protein haben zu der Hypothese gefiihrt, da3 das S-Protein
durch Dimerisierung seiner amphipatischen Transmembrandoménen TM1, TM3 und TM4 in
der Lage ist, einen hydrophilen Transmembrankanal mit einem Durchmesser von etwa 15 A
auszubilden, der die posttranslationale Translokation der prdS-Domine ermoglichen konnte.
(Stirk et al., 1992; Berting et al., 1995; Guo und Pugh, 1997; Grgacic et al., 2000). Die in
dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen weisen jedoch insgesamt gegen dieses Modell
einer HBV-spezifischen Transmembranpore.

Um die Untersuchungen zur Topologie von L und der Reorientierung seiner praS-Domaine
groBtenteils ohne die Verwendung radioaktiver Isotope durchfiihren zu kénnen, wurde das L-
Protein - sowie die untersuchten Mutanten - am C-Terminus mit einem HA-Epitop markiert.
Dieses Epitop besitzt eine Lange von 11 Aminosduren und ist mit einem monoklonalen

Antikorper in der Western-Blot-Analyse effizient zu detektieren. Es zeigte sich, dal diese
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Markierung des L-Proteins keinen EinfluB3 auf das Translokationsverhalten der prdS-Domaéne
ausiibt, weshalb dieser Ansatz eine sinnvolle Untersuchungsmethode fiir die posttranslationale
priaS-Reorientierung darstellt. Um die Orientierung (zytosolisch oder luminal) der praS-
Domaéne bei den untersuchten Proteinen zu ermitteln, wurde der Trypsinschutzversuch als
Standardmethode verwendet. Hiermit konnte anhand der Zuginglichkeit von Trypsin sicher
analysiert werden, ob bei dem jeweils untersuchten Protein die prdS-Region transloziert
wurde (Schutz gegeniiber Trypsin) oder nicht (Spaltung durch Trypsin). Es galt jedoch zu
beachten, dall auch das HA-Epitop durch luminale Orientierung vor Abbau geschiitzt war, um
die Daten eindeutig interpretieren zu konnen. Daher wurden bei denjenigen Mutanten
(LATM2/3/4 und LATM1/3/4), bei denen die Ausrichtung des HA-Epitops unklar war, die
Ergebnisse in einem zusitzlichen Versuch kontrolliert, in dem die Proteine radioaktiv
markiert und nach dem Trypsinschutzversuch mittels praS1-spezifischer Immunprazipitation
analysiert wurden.

Um eindeutig den posttranslationalen Charakter einer Translokation bestimmen zu konnen,
mub in einem Pulse-Chase-Experiment der Zeitverlauf der Proteinreifung untersucht werden
(s. Abb. 15). In der Mehrzahl der hier durchgefiihrten Experimente wurden die getesteten
Mutanten jedoch in einem Gleichgewichtszustand beziiglich ihrer Reifung analysiert. Um
dennoch eine Aussage dariiber treffen zu konnen, ob die Translokation ihrer praS-Region ko-
oder posttranslational erfolgte, wurde die Modifikation potentieller N-Glykosylierungsstellen
als Marker benutzt. Die Grundlage hierfiir ist der Befund, dal N-Glykosylierungsstellen nur
kotranslational modifiziert werden konnen (Nilsson und von Heijne, 1993). Die ausbleibende
Modifikation der beiden potentiellen N-Glykosylierungsstellen innerhalb der praS-Doméne
(Asn4 in praS1 und Asn4 in priS2) bei gleichzeitigem Trypsinschutz (Translokation) wies
folglich auf einen posttranslationalen Translokationsmechanismus hin.

Bisher wurde angenommen, daBl die posttranslationale prdS-Translokation mit der
Virusmorphogenese einhergeht und durch einen HBV-spezifischen Membrankanal ermdglicht
wird, der - wie oben beschrieben - durch Dimerisierung des S-Proteins gebildet wird (Stirk et
al., 1992; Berting et al., 1995; Guo und Pugh, 1997; Grgacic et al., 2000). Erstaunlicherweise
ergab jedoch die Analyse von L-Mutanten, dal die HBV S- und M-Hiillproteine fiir die
posttranslationale praS-Translokation nicht benétigt werden. Vor allem die Unabhéngigkeit
der praS-Translokation von der Anwesenheit des S-Proteins war insofern bemerkenswert, als
das S-Protein der vorherrschende strukturelle Bestandteil der Virushiille ist. Die Daten wiesen
folglich darauf hin, dal die Translokation der prdS-Doméne im Gegensatz zur bisherigen

Annahme unabhéngig von der Virusmorphogenese stattfindet. Weiterhin ist dieser Befund
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herauszuheben, da andere Arbeitsgruppen fiir das DHBV L-Protein nachgewiesen haben, daf3
in diesem Fall die gleichzeitige Expression des S-Proteins fiir eine Translokation der praS-
Doméne von L notwendig ist (Grgacic et al., 2000). Auch im Fall des DHBV L-Proteins wird
die praS-Domine nur von einem Teil der L-Molekiile posttranslational durch die Membran
transloziert, so dafl auch hier letztlich eine duale Topologie in reifen Virionen vorliegt (Guo
und Pugh, 1997; Swameye und Schaller, 1997). Bisher wurde allgemein angenommen, daf3
das DHBV L-Protein somit ein geeignetes Modell zur Untersuchung der HBV praS-
Translokation darstellt. Offensichtlich sollte jedoch ein direkter Vergleich der HBV und
DHBYV priS-Translokationsmechanismen nur mit Vorsicht angewendet werden.

Obwohl das L-Protein die prdS-Translokation unabhéngig von anderen viralen Komponenten,
insbesondere unabhéngig von den beiden anderen viralen Hiillproteinen, ausfiihrt, ist es
dennoch denkbar, daB3 hierzu ein HBV-spezifischer Membrankanal notwendig ist, der durch
das L-Protein selbst ausgebildet wird. Eine solche hydrophile Pore konnte durch
Dimerisierung der amphipathischen Transmembrandomédnen TM1, TM3 und TM4 innerhalb
der S-Region von L entstehen und eine posttranslationale Translokation der priS-Doméne
herbeifiihren (Abb. 30). Unterstiitzt wird dieses Modell durch den Befund, da3 das L-Protein
durchaus in der Lage ist, in der Membran des ER mittels Disulfidbindungen L-Homodimere
auszubilden (Wunderlich und Bruss, 1996). Dabei scheinen vor allem zwei Cysteinreste
innerhalb der luminal orientierten, zweiten hydrophilen Schleife der S-Region (Cys'*' und
Cys'") beteiligt zu sein (Mangold et al., 1997). So wurde auch fiir andere Proteine eine
wichtige Rolle von Disulfidbindungen bei der Ausbildung und Stabilisierung eines
Transmembrankanals beschrieben. So bildet das M2-Protein des Influenza-A-Virus einen
Ionenkanal aus, der durch pH-Erniedrigung aktiviert werden kann und fiir Protonen
permeabel ist (Holsinger und Lamb, 1991; Sansom et al., 1997). M2 ist ein integrales
Membranprotein mit einer Linge von 97 Aminosduren und einer Transmembrandomine. Der
M2-Membrankanal besteht aus Homotetrameren, die durch Disulfidbriicken stabilisiert
werden (Holsinger und Lamb, 1991). Erstaunlicherweise konnte in den hier durchgefiihrten
Experimenten jedoch klar gezeigt werden, dall die Reorientierung der prdS-Region des L-
Proteins nicht von der Ausbildung von Disulfidbindungen abhéngig ist. Dies ist zwar ein
Befund, der ebenso gegen die Existenz eines HBV-spezifischen Transmembrankanals spricht,
diesen jedoch immer noch nicht vollig ausschlie3t, da auch nichtkovalente Wechselwirkungen
von Transmembrandoménen eine stabile Membranpore aufbauen kdnnen. Beispiele hierfiir

liefern insbesondere bakterielle porenbildende Proteine, wie z.B. das Alpha-Toxin von
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Staphylococcus aureus und das Toxin Streptolysin-O von Streptococcus pyogenes (Bhakdi et

al., 1996).
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)

Abb. 30: Modell zur topologischen Reorientierung der priS-Domine mittels eines L-spezifischen
Transmembrankanals.
In diesem Modell wird die Ausbildung einer HBV-spezifischen Pore durch Dimerisierung der
amphipathischen Transmembrandoménen innerhalb der S-Region des L-Proteins erklért. Dieser
Transmembrankanal sollte dann in der Lage sein, die prdS-Region in das ER-Lumen zu
translozieren.

Die Analyse von L-Deletionsmutanten zeigte jedoch deutlich, da3 keine der amphipathischen
Transmembrandoménen TM1, TM3 oder TM4 des L-Proteins fiir die posttranslationale praS-
Translokation bendtigt wird. Vielmehr ist die sehr hydrophobe Transmembrandoméine TM2
fiir diesen Prozef3 ausreichend und essentiell.

So bleibt die Frage, ob TM2 mdglicherweise allein eine Transmembranpore ausbilden kann.
Beispiele fiir die Ausbildung eines Transmembrankanals mittels Oligomerisierung ihrer
Transmembrandomine liefern das Phosphoprotein Vpu von HIV-1 (Marassi ef al., 1999;
Cordes et al., 2001) und das intrazelluldre Protein Phospholamban (PLB). PLB ist ein
Transmembranprotein im Sarcoplasmatischen Reticulum des Herzmuskels und bildet mittels
disulfidunabingiger Oligomerisierung einer Transmembrandomine eine Pore aus (Kovacs et
al., 1988). Dieser PLB-Kanal besteht aus einem Homopentamer und ist spezifisch fiir Ca*'-
Ionen permeabel. Mutations- und Spektralanalysen der Transmembrandoméine von PLB
wiesen darauf hin, daf der pentamere Kanal durch die spezifische Wechselwirkungen mittels
eines LeucinreiBverschluB-Motivs (leucine zipper) stabilisiert wird (Arkin et al., 1994; Arkin
et al., 1995; Simmerman et al., 1996; Torres et al., 2000). Charakteristisch fiir ein solches
LeucinreiBBverschluBB-Motiv ist die Wiederholung von Leucinresten im Abstand von sieben

Aminoséuren (heptad repeat), wobei eine o-Helix ausgebildet wird, so da3 die Leucinreste
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auf einer Seite dieser Helix aufgereiht sind (Landschulz et al., 1988). Das
LeucinreilverschluB-Motiv scheint auch bei der Homo-Oligomerisierung einer Reihe anderer
Proteine wichtig zu sein (Gurezka et al., 1999). Erstaunlicherweise deckt die Sequenzanalyse
des L-Proteins ebenfalls ein LeucinreiBverschlu8-Motiv innerhalb von TM2 auf. Wird TM2 in
Form eines helikalen Rades dargestellt, so wird deutlich, dal auch hier die Leucinreste in

typischer Weise auf einer Seite der Helix lokalisiert sind (Abb. 30, Position a).

Abb. 31: Helicales Rad von TM2 des L-Proteins.
Aminosduren (Einbuchstabenkode) der
Position 243-261 (TM2) des L-Proteins
sind in Form einer Helix mit 3,5 Resten
pro Windung angeordnet (Aufsicht).
Leucin- (L) und Isoleucinreste (I) des
Leucinreilverschlu-Motivs von TM2
sind auf einer Seite der Helix angeordnet

b (a, d, e) und dadurch moglicherweise in
der Lage, mit benachbarten Helices zu
interagieren.

Es ist folglich durchaus vorstellbar, da3 das L-Protein mit Hilfe von TM2 - vergleichbar zu
PLB - eine Transmembranpore ausbilden kann. Aufgrund der starken Hydrophobizitit von
TM2 (Abb. 32) erscheint es jedoch unwahrscheinlich, daf3 diese Domine in der Lage ist,
einen Kanal zu bilden, der es erlauben wiirde, die hydrophile prdS-Doméne zu translozieren.
In weiterfiihrenden Arbeiten mull daher geklart werden, ob die Mutante L,ATM1/3/4
iiberhaupt in der Lage ist, disulfidunabhéngige Oligomere auszubilden, und ob die Einfiihrung
einer Punktmutation innerhalb des Leucinreif3verschlusses, welche die Interaktion
benachbarter Leucinmotive inhibiert (Simmerman et al., 1996), cinen Einflul auf die
posttranslationale Translokation der praS-Doméne besitzt.

DaB3 dieses Leucinmotiv innerhalb von TM2 mdglicherweise eine wichtige Funktion bei der
posttranslationalen Reorientierung der prdS-Region ausiibt, zeigt der Befund, da3 TM2 nicht
durch einen anderen hydrophoben Anker ersetzt werden kann. Weder die zweite
Transmembrandoméne des Coronavirus MHV M-Proteins (L::MHV-Mutante), noch das

TM2-Segment des verwandten DHBV L-Proteins (praSpygyvSpusyv-Mutante) waren in der
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Lage, eine posttranslationale praS-Translokation durchzufiihren. Sequenzanalysen weisen
nach, dal3 beiden Proteinen ein Leucinreilverschluf3-Motiv innerhalb ihrer zweiten

Transmembrandomaine fehlt.
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Abb. 32: Hydrophobizititsdiagramm nach Kyte und Doolittle (Kyte und Doolittle, 1982) des Lys-Proteins.
Die Grafik zeigt auf der x-Achse die Aminosduren-Positionen des Lya-Proteins und auf der y-Achse
den dazugehorigen Hydrophobitatswert. Hydrophilen Aminosduren werden bei dieser Methode
positive Werte zugeordnet, hydrophoben Aminosduren negative Werte. Der jeweilige Wert gibt den
Grad der Hydrophilitit/Hydrophobizitét an. Im unteren Teil der Abbildung ist nochmals schematisch
die Doménenstruktur des Lys-Proteins mit den zugehorigen Transmembranregionen innerhalb der S-
Doméne gezeigt.

Die Analyse der praS-Translokation der Chimédre prdSugySpusy, bei der die S-Doméne des
HBYV L-Proteins durch die entsprechende S-Region des DHBV L-Proteins ersetzt ist, ergab
erstaunlicherweise, da3 diese Mutante eine kotranslationale praS-Translokation durchfiihrt.
Die Funktion zelluldrer Chaperone beim Reifungsprozel von L liefert moglicherweise eine
Erklarung fiir dieses Phdnomen. Fiir die kotranslationale Retention der praS-Domine des
DHBV und HBV L-Proteins im Zytosol scheint wesentlich eine Interaktion mit dem
konstitutiv-exprimierten Chaperon Hsc70 nétig zu sein. In vitro-Versuche konnten zeigen,
daB Hsc70 spezifisch an eine Proteindoméne innerhalb der prdS1-Region (im Bereich
zwischen Aminosduren 63-107) bindet (Loffler-Mary, et al., 1997). Auch in vivo konnte die
Retentionsfunktion dieser Proteinsequenz gezeigt werden. Diese sogenannte zytosolische
Verankerungsdoméne (CAD) ist nicht nur in der Lage, die kotranslationale Translokation

einer Reporter-Proteinregion zuriickzuhalten (Loffler-Mary et al., 1997), sondern nach ihrer
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Deletion findet eine kotranslationale praS-Translokation von L statt (Prange und Streeck,
1995). Auch beim DHBV L-Protein konnte eine kotranslationale praS-Translokation durch
Deletion der Aminosduren 10 bis 126 innerhalb der priS-Region herbeigefiihrt werden
(Swameye und Schaller, 1997). Es ist folglich durchaus denkbar, da3 bei der chiméren
Mutante praSppyvSpusy aufgrund einer veridnderten praS-Konformation das Chaperon Hsc70
nicht gebunden werden kann, womit der Mechanismus der zytosolischen prdS-Retention
inhibiert ist und dadurch eine kotranslationale praS-Translokation erfolgt.

Im Fall des DHBV L-Proteins spielt ein weiteres Sequenzmotiv bei der zytosolischen
Retention der praS-Doméne und der damit verbundenen posttranslationalen Translokation
eine wichtige Rolle. Es handelt sich dabei um eine Ansammlung von vier positiv geladenen
Lysin-Resten am C-Terminus seiner praS-Region, die dem HBV L-Protein fehlt (Swameye
und Schaller, 1997). Ein schrittweiser Austausch dieser positiven Ladungen durch ungeladene
Aminosduren fiihrt zu einer fortschreitenden Verlagerung des Translokationsmechanismus
von dem urspriinglich posttranslationalen Mechanismus hin zu einer kotranslationalen
Translokation mit gleichzeitiger N-Glykosylierung der prdS-Region (Swameye und Schaller,
1997). Die Grundlage fiir die Bedeutung dieser positiven Ladungen konnte moglicherweise
die sog. "Positive-Inside-Regel" darstellen, eine Hypothese nach der in polytopen
Membranproteinen positiv geladene Aminoduren tendieren, auf der zytosolischen Seite des
ER zu verbleiben (von Heijne 1989). Insgesamt lassen diese Uberlegungen deutlich werden,
daB die zytosolische Retention der praS-Doméne des L-Proteins ein wichtiger Bestandteil der
posttranslationalen praS-Translokation ist.

Ein weiterer bemerkenswerter Befund dieser Arbeit bestand darin, dafl auch nach einem
Austausch der prdS-Region des L-Proteins durch die prdS-Domidne von DHBV
(praSpusvSusy-Mutante) die posttranslationale praS-Translokation nicht ldnger moglich war.
Dies bedeutet, dal die essentielle Rolle von TM2 der HBV S-Region fiir den
Translokationsmechanismus gleichzeitig von der Prasenz der HBV prdS-Domine abhingig
ist. Das Ergebnis weist auf eine Interaktion der beiden Doménen bei der Translokation hin.
Eine Interaktion von TM2 der HBV S-Doméne mit der DHBV praS-Region ist offensichtlich
nicht moglich, da die prdS-Doménen des HBV und DHBV L-Proteins keinerlei
Sequenzhomologien aufweisen.

Andererseits konnte jedoch eine posttranslationale prdaS-Translokation der Mutante
praSpupyvSupy durch Kotransfektion mit dem HBV oder DHBV S-Protein wiederhergestellt
werden. Damit konnten die Befunde von Untersuchungen beim DHBV L-Protein bestitigt

werden, die ergaben, dal das S-Protein eine essentielle Helferfunktion bei der DHBV praS-
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Translokation spielt (Grgacic et al., 2000). Moglicherweise handelt es sich bei dieser
Helferfunktion um einen Mechanismus, der bei dem HBV L-Protein von TM2 ausgeiibt wird.
Die Hypothese, dal3 die S-Proteine - bzw. die S-Doménen innerhalb des L-Proteins - von
HBV und DHBV unterschiedlich am Mechanismus der posttranslationalen praS-
Translokation beteiligt sind, wird durch Befunde unterstiitzt, die fiir das S-Protein von DHBV
eine eigentiimliche Transmembrantopologie beschreiben. Demnach soll ein Teil der ersten
hydrophilen Schleife zwischen TM1 und TM2 (Aminosduren 207-226) auf der Oberfldche
von subviralen Partikeln lokalisiert sein, was zwischen TM1 und TM2 zwei weitere
Transmembrandurchginge der S-Proteinsequenz zur Folge hat (Grgacic et al., 2000; Grgacic
und Schaller, 2000).Weiterhin wird die Bedeutung der Proteinstruktur und die diesbeziigliche
Existenz wesentlicher Unterschiede zwischen den HBV- und DHBV-Hiillproteinen durch den
Befund unterstiitzt, dal DHBV-Hiillproteine (im Gegensatz zu WHBV-Hiillproteinen) mit
HBV-Hiillproteinen keine gemischten subviralen Partikel ausbilden kdnnen (Gerhardt und
Bruss, 1995). Trotz dieser strukturellen Unterschiede des HBV und DHBV L-Proteins bilden
beide letztlich eine partielle duale prdS-Topologie aus und sind damit in der Lage, multiple
Funktion durchzufiihren. Da diese aullergewdhnliche Membrantopologie innerhalb der
Hepadnaviren konserviert ist und offensichtlich durch einen komplexen
Translokationsmechanismus herbeigefiihrt wird, liegt es letztlich jedoch nahe anzunehmen,
daB wenigstens der Grundmechanismus der posttranslationalen praS-Translokation bei HBV
und DHBYV vergleichbar ist.

Der C-terminale Bereich der prdS2-Region, der als zellpermeables Peptid-Motiv (TLM)
beschrieben wurde (Oess und Hildt, 2000), spielt bei der posttranslationalen praS-
Translokation keine Rolle. Obwohl fiir dieses Translokationsmotiv gezeigt wurde, dal} es in
der Lage ist, als Fusionspeptid selbst komplex gefaltete Proteine, wie z.B. GFP, durch die
Plasmamembran zu translozieren (Oess und Hildt, 2000), hat es keinen EinfluB} auf die
Proteintranslokation durch die ER-Membran. Neben dem hier erzielten Befund, dal3 dieses
Motiv deletiert werden kann, ohne die posttranslationale préS-Translokation zu
beeintrachtigen, konnten andere Arbeitsgruppen zeigen, daBl dieses Motiv fiir die
Virusmorphogenese und die Infektion von HBV entbehrlich ist (Bruss und Vieluf, 1995; Le
Seyec et al., 1998; Le Seyec et al., 1999). Sowohl die Morphogenese als auch die Infektion
sind von der dualen Topologie des L-Proteins abhéngig. Weiterhin spricht auch die
Unfédhigkeit der Mutante LATM2/3/4, eine Translokation der prdS-Doméne durchzufiihren,

gegen eine Bedeutung des TLM-Motivs bei der posttranslationalen praS-Translokation von L.
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Da eine HBV-spezifische Transmembranpore wahrscheinlich keine Rolle bei der
posttranslationalen praS-Translokation spielt, stellte sich die Frage nach einem alternativen
Mechanismus. Auf der Suche danach wurde zunéchst versucht, den intrazelluldren Ort der
praS-Reorientierung zu bestimmen. Aufgrund der fehlenden N-Glykosylierung innerhalb der
praS-Domine wurde bisher angenommen, da3 die praS-Translokation in einem post-ER-
Kompartiment stattfindet (Prange und Streeck, 1995). Fiir diese Annahme fehlten jedoch
weitere experimentelle Hinweise. Da auch der intrazelluldre Ort der Umhiillung von HBV-
Nukleokapsiden (,,Virus-budding®) zur Zeit nicht bekannt ist, wurden alle wichtigen
Kompartimente des sekretorischen Weges hinsichtlich ihrer Bedeutung bei der praS-
Reorientierung untersucht. Die hier durchgefiihrten Versuche konnten deutlich sowohl den
Golgi-Komplex als auch das Intermedidre Kompartiment als Ort der posttranslationalen praS-
Translokation des L-Proteins ausschlieen. Vielmehr zeigte sich, da3 die praS-Reorientierung
innerhalb des ER stattfindet. Dieser Befund wies nun auf eine vollig neue Hypothese, welche
die posttranslationale praS-Translokation des L-Proteins erkldren konnte. Sie beinhaltet, daf3
die prdaS-Region moglicherweise mit Hilfe des Translokons (Sec61-Komplex) im ER der
Wirtszelle transloziert wird. Zuniichst gibt es eine empirische Uberlegung, die diese
Hypothese stiitzt. Sie lautet: Viren sind Meister in der Ausnutzung wirtseigener Strukturen fiir
ihre eigenen Zwecke. Nachfolgend sollen die experimentellen Daten diskutiert werden, die fiir
diese Hypothese sprechen.

Wichtig ist der Befund, daB3 ein Teil des L-Proteins auch nach der Translation nicht in die
Lipidschicht eingebaut ist, sondern sich fiir lingere Zeit in einer Proteinumgebung befindet
oder mit dieser reassoziiert. Bei dieser Proteinumgebung konnte es sich tatsdchlich um das
Translokon handeln, da es schon fiir andere Proteine gezeigt wurde, dall sich
Transmembranproteine vor ihrer Integration in die Lipidschicht fiir langere Zeit innerhalb des
Sec61-Komplexes authalten und sich auch mehrere Molekiile im Translokon selbst oder in
Assoziation mit diesem befinden kénnen (Borel und Simon, 1996; Mothes ef al., 1997). Dies
ist auch in Ubereinstimmung mit dem inneren Durchmesser dieser Pore, der zwischen 15 und
60 A variieren kann (Hamman ef al., 1997; Hamman et al., 1998). Es scheint also moglich,
daB das L-Protein nach seiner Synthese mit dem Translokon assoziiert bleibt - oder mit
diesem reassoziiert - und erst in diesem Zustand eine posttranslationale Translokation der
praS-Region erfolgt. Fiir die Assoziation des L-Proteins mit einer oder mehrerer
Komponenten des Translokons ist moglicherweise das LeucinreiBverschlu3-Motiv von TM2

essentiell.
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Im allgemeinen ist die posttranslationale Proteintranslokation in das ER-Lumen durch
folgende Merkmale definiert: 1) Sie erfolgt unabhéngig vom Signal-Erkennungspartikel (SRP
= signal recognition particle) und 2) nach Beendigung der Translation, das heifit unabhéangig
vom Ribosom. Entdeckt wurde dieser Mechanismus bei unterschiedlichen Proteinen in der
Hefe Saccharomyces cerevisiae unter Verwendung eines In vitro-Systems (Hansen et al.,
1986; Waters und Blobel, 1986; Hansen und Walter, 1988). In Hefezellen konnte auch in vivo
eine posttranslationale Translokation nachgewiesen werden (Rothblatt ez al., 1989). Dagegen
gibt es in Sidugerzellen nur unzureichende Hinweise fiir diesen alternativen
Translokationsmechanismus (Klappa et al., 1991; Schlenstedt et al., 1992; Klappa et al.,
1994). Die einzigen natiirlichen Substrate, von denen bisher bekannt ist, daB3 sie in das ER-
Lumen von Sdugerzellen nach der Beendigung ihrer Synthese translozieren kdnnen, sind
kurze Vorldaufer-Membranproteine (Watts et al., 1983) oder kurze Vorldufer von
hydrophoben, sekretorischen Proteinen (Zimmermann und Mollay, 1986). Die
Charakterisierung der posttranslationalen Proteintranslokation erfolgte bisher ausschlieBlich
in Hefezellen. Ein entscheidender Schritt dabei war die Rekonstitution der posttranslationalen
Translokation des Prepro-o-Faktors in einem [In vitro-System (Panzner et al., 1995). Zur
vollen Rekonstitution waren neben dem tetrameren Sec61-Komplex (Sec6lo, Sec61f,
Sec61y) auch der Sec62-Sec63-Komplex (Sec62p, Sec63p, Sec71lp, Sec72p) sowie das
luminale Chaperon Kar2p (BiP) notwendig. Neuere Studien wiesen jedoch darauf hin, daf3
auch in Sdugerzellen eine posttranslationale Proteintranslokation moglich sein konnte. Es
wurden Proteine innerhalb der ER-Membran identifiziert, die eine strukturelle Homologie zu
Sec63p und Sec62p aufweisen und mit dem Sec61-Komplex assoziiert sind (Skowronek et
al., 1999; Meyer et al., 2000). Weiterhin zeigte sich, dal beide Proteine auch in
Hundepankreas-Mikrosomen zu finden sind und dort in etwa gleicher Konzentration wie das
Sec610-Protein vorkommen (Tyedmers et al., 2000). Zusétzlich konnte auch die funktionelle
Interaktion von BiP mit der J-Domine von Sec63 im mikrosomalen Lumen nachgewiesen
werden. Im Hefesystem zeigte sich, dal weder der Sec61-Komplex noch der Sec62-Sec63-
Komplex allein eine Translokation des Prepro-o-Faktors herbeifiihren konnen (Panzner et al.,
1995). Gleichzeitig wies dieses System die ATP-Abhédngigkeit des posttranslationalen
Transports nach (Hansen et al., 1986; Waters und Blobel, 1986; Panzner et al., 1995). ATP ist
ein wichtiger Kofaktor fiir die Regulation der Funktion intrazellularer Chaperone (Bukau und
Horwich, 1998; Zimmermann, 1998) und beeinflult daher auch das BiP-Protein. Wird die
Funktion von BiP durch nichthydrolysierbares ATP beeintrdachtigt, so findet keine

posttranslationale Proteintranslokation statt. Gleichzeitig bendtigt BiP die funktionelle
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Interaktion mit der luminalen J-Domine des Sec63-Proteins (Brodsky und Schekman, 1993;
Brodsky et al., 1995). Lyman und Schekman (1997) konnten zeigen, da3 Sec62p, Sec71p und
Sec72p einen Subkomplex des Translokons ausbilden, der als spezifische Bindungsstelle fiir
Proteine mit posttranslationaler Translokation dient (Feldheim et al., 1992). Unter der
Anwesenheit von ATP wird das zu translozierende Protein von diesem Subkomplex entlassen
und auf den Sec61-Kanal iibertragen. Dieser ATP-abhidngige Transfermechanismus wird
durch die Interaktion zwischen Sec63 und BiP vermittelt (Lyman und Schekman, 1995;
Lyman und Schekman, 1997). Und schlielich sind Sec63 und BiP auch an der
Vervollstindigung der Translokation beteiligt. Sec63p scheint insgesamt eine Schliisselrolle
bei der posttranslationalen Proteintranslokation zu spielen. Seine Topologie - drei
Transmembrandoménen, eine groBle zytosolische Domidne und die luminale J-Doméne
(Feldheim et al., 1992) - ermoglichen es dem Protein offensichtlich, sowohl Signale auf der
zytosolischen Seite als auch auf der luminalen Seite aufnehmen und weiterleiten zu konnen.
Gleichzeitig befindet sich Sec63p in Kontakt mit Sec61p, Sec71p und Sec72p (Deshaies et
al., 1991), so daB3 auch eine laterale Signalweitergabe moglich ist.

Neben dem im ER-Lumen lokalisierten BiP-Chaperon spielen jedoch auch zytosolische
Chaperone eine Rolle. So konnte fiir das konstititiv-exprimierte, zytosolische Protein Hsc70
gezeigt werden, dal3 es die zu transportierenden Proteine in einer translokations-kompetenten
Struktur bewahrt (Chirico et al., 1988; Deshaies et al., 1988). Proteine mit gefalteten, ,,reifen
Doménen sind nicht in der Lage, biologische Membranen zu iiberqueren (Verner und Schatz,
1988). Die Funktion von Hsc70 im allgemeinen, aber auch wéhrend der posttranslationalen
Proteintranslokation, wird - vergleichbar zu BiP - sowohl durch die Hydrolyse von ATP als
auch durch die spezifische Interaktion mit der J-Doméne eines Kochaperons (Hsp40) reguliert
(McClellan et al., 1998). Hefestimme, die ein mutiertes Hsc70- oder Hsp40-Molekiil
beinhalten, sind nicht in der Lage, eine posttranslationale Proteintranslokation durchzufiihren
(Deshaies et al., 1988; Caplan et al., 1992).

Die oben dargelegten Erkenntnisse unterstreichen die Relevanz der Befunde dieser Arbeit,
dafl das HBV L-Protein in vivo sowohl mit dem BiP- als auch mit dem Hsc70-Chaperon
interagiert. Dies wird zusétzlich durch die Beteiligung des spezifischen Kochaperons Hsp40
am L-Hsc70-Komplex unterstiitzt. Wie oben dargelegt, konnten In vitro-Studien kiirzlich
zeigen, dal die Bindungsstelle von Hsc70 innerhalb der praS1-Domine des L-Proteins liegt
(Loffler-Mary et al., 1997). Da die gesamte prdS-Region von L keine Signalsequenz besitzt
(Ostapchuk et al., 1994), ergibt sich fiir L zunichst folgendes Szenario (Abb. 33): Die

Translation des L-Proteins beginnt an freien Ribosomen im Zytoplasma (a). Wahrend der
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Synthese der praS-Domine bindet das zytosolische Chaperon Hsc70 und héilt sie in einer
translokations-kompetenten Konformation. Nach der Translation der Signalsequenzen
innerhalb der S-Region erfolgt die Bindung des SRP und die Assoziation des Ribosoms mit
dem Translokon (b). Die S-Domine des L-Proteins wird nun kotranslational in die ER-
Membran integriert, wiahrend die prdS-Region (und vermutlich auch TM1) - bedingt durch die
Bindung von Hsc70 - auf der zytosolischen Seite des ER zuriickgehalten wird. Nach der
Beendigung der Translation 16st sich dann das Ribosom vom Translokon ab und das L-
Protein verbleibt zunichst innerhalb der Pore selbst oder in der Proteinumgebung des Sec-
Komplexes (c). Sollte jetzt das Translokon die posttranslationale Translokation der praS-
Domine vermitteln, so stellen sich folgende Fragen: Erstens, wie wird das Translokon
verschlossen bzw. der Verschlul wihrend der posttranslationalen prdS-Translokation
reguliert, um die Permeabilitétsbarriere der ER-Membran zu bewahren? Zweitens, gibt es
Signale innerhalb der prdaS-Domine, die fiir die Initiation der posttranslationalen
Translokation notwendig sind? Drittens, durch welche treibende Kraft wird die praS-
Translokation herbeigefiihrt? Und viertens, warum erfolgt die Translokation nur partiell? Gibt

es hierfiir moglicherweise Regulationsmechanismen?
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Abb. 33: Modell zur posttranslationalen priS-Translokation mit Hilfe des ER-Translokons.

Die Synthese des L-Proteins beginnt im Zytosol der Zelle an freien Ribosomen. Nach der
Translokation der prdS-Doméne bindet das zytosolische Chaperon Hsc70, zusammen mit seinem
spezifischen Kochaperon Hsp40. Das Erscheinen der ersten Signalsequenz (TM1) innerhalb der S-
Region von L fiithrt zur Assoziation des Ribosoms mit dem Translokon an der ER-Membran. (b) Das
L-Protein wird nun kotranslational in die ER-Membran eingelagert, verbleibt jedoch zunichst in enger
Verbindung mit dem Translokon. Die priS-Region - und wahrscheinlich auch TM1 - bleibt zunéchst
auch der zytosolischen Seite der ER-Membran lokalisiert. (¢c) Nach dem Ende der L-Synthese 10st sich
das Ribosom vom Translokon ab und der Kanal wird mit Hilfe der Chaperone Hsc70 und BiP
verschlossen. Schlielich erfolgt posttranslational die Translokation der prdS-Doméne durch das
Translokon in das ER-Lumen hinein.

Was die Frage nach der Erhaltung der Permeabilititsbarriere angeht, so konnte bei der
kotranslationalen Proteintranslokation gezeigt werden, dall hierbei ebenfalls das BiP-
Chaperon eine Rolle spielt (Hamman et al., 1998). Gleichzeitig scheint auch eine ,,gating®-
Funktion von Hsc70 auf der zytosolischen Seite vorstellbar. Um die praS-Translokation nun
zu initiieren, ist ein Signal notig. Der einfachste denkbare Mechanismus besteht darin, daf3
dieses Signal innerhalb von TM1 liegt. Dies konnte zu einer Reorientierung - d.h. zu einer
Drehung um 90° - von TM1 fiihren, womit gleichzeitig die N-terminale prdS-Domine durch
den hydrophilen Kanal des Translokons geschleust wiirde. Eine dhnliche topologische
Reorientierung einer Transmembrandoméne und der benachbarten Proteinbereiche wurde
kiirzlich bei der Reifung von Aquaporin-1 entdeckt (Lu et al., 2000). Fiir das L-Protein
konnte jedoch bisher noch nicht gezeigt werden, dal TM1 nach der Translation tatsdchlich
auf der zytosolischen Seite der ER-Membran lokalisiert ist. Gleichzeitig weisen die in dieser

Arbeit durchgefiihrten Mutationsanalysen gegen eine entscheidende Rolle von TM1 bei der
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posttranslationalen Translokation von praS. Vielmehr legen die Daten eine essentielle und
spezifische Funktion von TM2 bei diesem Proze3 nahe, die weder durch TM1 noch ein
anderes hydrophobes Transmembransegment ersetzt werden kann. TM2 scheint folglich auch
bei der Initiation der Translokation entscheidend zu sein. Gleichzeitig haben die Analysen der
chimédren L-Molekiile gezeigt, dal TM2 offensichtlich spezifisch mit der prdS-Doméine
interagiert, da eine posttranslationale Translokation der verwandten DHBV praS-Region erst
nach Koexpression mit dem S-Protein durchgefiihrt werden kann. Ob die prdS-Region jedoch
selbst spezifische Signale beinhaltet, oder diese iiber die Interaktion mit Hsc70 vermittelt, ist
offen.

Bei der Frage nach der treibenden Kraft scheint wiederum BiP eine entscheidende Rolle zu
spielen. Die derzeitigen Erkenntnisse hierzu stammen sowohl aus dem Hefesystem als auch
aus Untersuchungen zum Proteinimport in die Mitochondrien und haben zu zwei
unterschiedlichen Modellen gefiihrt. Das eine Modell sieht BiP als reinen Anker, welcher im
ER-Lumen ein Zuriickgleiten der zu translozierenden Polypeptidkette verhindert (Matlack et
al., 1999). Im alternativen Modell wirkt das Chaperon im Lumen als aktiver Motor, der
mittels Hydrolyse von ATP und nachfolgender Konformationsédnderung die Polypeptidkette
durch das Translokon zieht (Voisine et al., 1999). Ob eines der beiden Modelle bei der praS-
Translokation eine Rolle spielt, miissen weiterfiihrende Untersuchungen kliren.
Moglicherweise ist es sinnvoll, in solchen weiterfiihrenden Versuchen den Mechanismus der
posttranslationalen praS-Translokation im Hefesystem zu untersuchen, da hier eine Reihe von
Hefestimmen zur Verfiigung stehen, die Mutationen in beteiligten Proteinen (u.a. auch BiP)
aufweisen.

Es bleibt auch die Frage nach dem partiellen Charakter der praS-Translokation. Zunichst
konnte ein Erklarungsmodell darin bestehen, daf3 die duale Topologie des L-Proteins, d.h. die
Lokalisation der prdS-Domine sowohl im Zytoplasma als auch im ER-Lumen, einfach die
energetisch giinstigste Konformation darstellt. Weiterhin sollte auch bedacht werden, dal3 das
L-Protein nach seiner Synthese in den sekretorischen Weg der Zelle eintritt. Es scheint
durchaus denkbar, daB3 die Translokation nur innerhalb spezieller ER-Subdominen mit
spezifischer Proteinausstattung erfolgen kann, und daB3 das L-Protein ab einem gewissen
Zeitpunkt nach seiner Synthese nicht linger in der Lage ist, mit dem Translokon in solchen
Subdomiénen zu assoziieren. Dies wiirde bedeuten, Sekretion und Translokation sind
konkurrierende Mechanismen, so dal die prdaS-Translokation in nur etwa 50% der Félle
erfolgen kann. Moglicherweise fehlen solche speziellen ER-Doménen in den Mikrosomen,

die aus Hundepankreas gewonnen werden. Dies konnte ndmlich erkldren, warum die
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posttranslationale praS-Translokation im /n vitro-System mit Hundepankreas-Mikrosomen
nicht funktioniert. Erstaunlicherweise wurde auch fiir das Protein Aquaporin-1 festgestellt,
daB} eine Reifung in Hundepankreas-Mikrosomen aus bisher nicht geklérten Griinden inhibiert
ist (Lu et al., 2000). Unterstiitzt werden diese Feststellungen moglicherweise durch die In-
vitro-Versuche dieser Arbeit. Die genaue Betrachtung der In vitro-Ergebnisse, die unter der
Verwendung Digitonin-permeabilisierter Zellen erzielt wurden (Abb. 28 und 29), zeigt
ndmlich, daf hier mdglicherweise doch ein geringer Teil der L-Molekiile eine Translokation
ihrer praS-Region durchgefiihrt hat. Da in diesen Versuchen jedoch permeabilisierte Zellen
verwendet wurden, ohne zuvor die interne mRNA abzubauen, entstand ein relativ hohes
Hintergrundsignal und es kann nicht mit Sicherheit festgestellt werden, daB3 die schwachen
Banden, die in der Hohe des L-Proteins laufen, tatsdchlich dem L-Protein zuzurechnen sind.
Hier sind folglich zusétzliche Versuche notwendig, um mdoglicherweise auch das In vitro-
System zur weiteren Aufkldrung des Mechanismus der posttranslationalen praS-Translokation
nutzen zu kénnen.

Welche Schlullfolgerungen konnen nun insgesamt gezogen werden? Sicherlich haben die
Daten dieser Arbeit nicht zur vollstandigen Aufklarung der Mechanismen gefiihrt, welche die
praS-Reorientierung des HBV L-Proteins herbeifiihren. Sie haben jedoch deutliche Hinweise
dafiir geliefert, daB3 die posttranslationale prdaS-Translokation offensichtlich durch eine
spezifische Interaktion des L-Proteins mit einer HBV-unabhéngigen Proteinstruktur in der
ER-Membran (dem ER-Translokon?) erfolgt. Bei der spezifischen Interaktion mit zelluldren
Komponenten spielen sowohl die praS-Domine als auch TM2 eine wichtige Rolle. Das L-
Protein scheint folglich ein iliberaus geeignetes Modellprotein zu sein, um nicht nur HBV-

spezifische Fragestellungen, sondern auch grundlegende zelluldre Mechanismen zu studieren.
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V. Zusammenfassung

Gegenstand dieser Arbeit war die Untersuchung des bis heute ungeklarten Mechanismus der
posttranslationalen praS-Translokation beim grofen (L) Hiillprotein des Hepatitis-B-Virus
(HBV). In der duBleren Hiilllmembran von HBV befinden sich drei virale Membranproteine,
die in einem einzigen offenen Leserahmen des viralen Genoms kodiert werden. Die HBV-
Hiillproteine werden als kleines (S), mittleres (M) und groB3es (L) Protein bezeichnet. Da sich
die Sequenz des S-Proteins sowohl am C-Terminus des M- als auch L-Proteins wiederfindet,
stellen sie koterminale Proteine dar. Das M-Protein besitzt gegeniiber S eine N-terminale
Erweiterung von 55 Aminosduren (prdS2-Region) und das L-Protein gegeniiber M eine
weitere N-terminale Doméne von 108 Aminosduren (prdS1-Region). PraS1 und praS2
zusammen werden als prdS-Doméne des L-Proteins bezeichnet. Die Synthese der HBV-
Hiillproteine erfolgt innerhalb der Wirtszelle an den Membranen des rauen
Endoplasmatischen Reticulums (ER). Fiir das S-Protein werden vier Transmembrandoméinen
(TM) angenommen, und es konnte gezeigt werden, dal die Membranverankerung und die
Topologie des Proteins durch die beiden N-terminalen Transmembransegmente TM1 und
TM2 bestimmt werden. Auch M- und L-Proteine werden durch die topogenen Signale
innerhalb der S-Region in die ER-Membran inseriert. Wahrend jedoch das M-Protein durch
kotranslationale praS-Translokation in das ER-Lumen eine einheitliche Topologie ausbildet,
findet sich fiir L eine vollig andere Situation. Das L-Protein bildet eine ungewdhnliche duale
Membrantopologie aus. Das bedeutet, in der Virushiille liegen sowohl L-Molekiile vor, bei
denen sich die N-terminale prdS-Doméne innerhalb des Virus befindet (interne praS-
Orientierung = i-praS), als auch solche, die eine externe Orientierung der praS-Region (e-
praS) aufweisen. Diese duale Membrantopologie ermdglicht es dem L-Protein multiple
Funktionen auszuiiben. Wéhrend die i-prdS-Form z.B. fiir die Verpackung des viralen
Nukleokapsids essentiell ist, vermittelt die e-prdS-Form die Invasion von HBV. Die duale
Topologie des L-Proteins besitzt somit eine Schliisselrolle im Lebenszyklus des Virus. Jedoch
ist der Mechanismus, der zur Ausbildung der unterschiedlichen L-Topologien fiihrt, bisher
weitgehend ungeklart. Bekannt ist lediglich, daf3 es sich hierbei um einen auBergewohnlichen
Prozef3 partieller, posttranslationaler Translokation der praS-Doméne iiber intrazelluldre
Membranen handelt. Das heiflt, zum Zeitpunkt der Synthese und Membranintegration von L
befindet sich die praS-Region innerhalb des Zytosols. Erst im Laufe der Zeit transloziert etwa
die Hailfte der L-Molekiile die prdS-Domine posttranslational iiber eine intrazelluldre

Membran. Ein Modell, das aufgrund von Sequenzanalysen des S-Proteins postuliert wurde,
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erkldrt diesen TranslokationsprozeB mittels einer Transmembranpore, die durch
Dimerisierung der amphipathischen Transmembrandomédnen TM1, TM3 und TM4 des S-
Proteins gebildet werden soll. In der vorliegenden Arbeit wurde nun zunéchst dieses Modell
experimentell iiberpriift.

Dazu wurde eine Mutagenese des L-Proteins durchgefiihrt, um L-spezifische Parameter zu
identifizieren, welche die Topologie des Proteins beeinflussen. Eine posttranslationale praS-
Translokation, d.h. der ReifungsprozeB der jeweiligen Mutanten, wurde mittels
Trypsinschutzversuchen analysiert. Wéhrend die i-praS-Form Trypsin-sensitiv ist, findet sich
bei der reifen L-Form eine partielle Trypsin-Resistenz. Trypsin-Resistenz ist folglich ein
geeigneter Marker fiir den Proze3 der posttranslationalen praS-Translokation. Entgegen der
Annahme einer HBV-spezifischen Translokationspore wurde beobachtet, dal die praS-
Reorientierung unabhéngig von der Expression des S- und M-Proteins stattfindet. Weiterhin
spielt auch die Dimerisierung der Hiillproteine mittels kovalenter Disulfidbriicken keine Rolle
bei der Translokation von prdS. Entscheidend war jedoch der Befund, dall keine der
amphipathischen Transmembrandominen innerhalb der S-Region des L-Proteins fiir eine
posttranslationale praS-Translokation benétigt wird. Vielmehr zeigte sich, dal TM2 fiir
diesen ProzeB ausreichend und essentiell ist, da es nicht durch ein anderes hydrophobes
Transmembransegment ersetzt werden kann. Insgesamt wiesen die Daten folglich gegen das
vorgeschlagene Modell eines HBV-spezifischen Transmembrankanals. Es wurde dann eine
mogliche Beteiligung des sog. Translokationsmotivs (TLM) getestet. TLM befindet sich am
C-Terminus der prdS2-Region und ist in der Lage, eine Translokation der reinen praS-
Doméne tiber die Plasmamembran von Sdugerzellen herbeizufiihren. Es zeigte sich jedoch,
dal TLM keinen EinfluB auf die posttranslationale prdS-Reorientierung besitzt. Die
Untersuchung der Topologie von chimidren HBV-DHBV-L-Proteinen wies vielmehr auf ein
spezifisches Zusammenspiel zwischen TM2 und der praS-Region hin.

Um weitere Hinweise iiber den Mechanismus der posttranslationalen praS-Translokation zu
erhalten, wurde der intrazelluldre Ort innerhalb des sekretorischen Weges bestimmt, an dem
sich der ProzeB vollzieht. Zunichst konnte durch den Einsatz von Brefeldin A der Golgi-
Komplex als Ort der praS-Reorientierung ausgeschlossen werden. Und anschlieBend konnte
mittels subzelluldrer Fraktionierungen eindeutig nachgewiesen werden, dafl die praS-
Translokation schon innerhalb des ER stattfindet. Dieser Befund fiihrte zu der Hypothese
einer Beteiligung des wirtseigenen Translokationskanals (Translokon) an der Reorientierung
von praS. Dies wiirde voraussetzen, daf3 das L-Protein nach seiner Synthese und der Ablosung

des Ribosoms fiir ldngere Zeit mit dem Translokon assoziiert bleibt oder mit diesem
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reassoziiert. Um diese Voraussetzung zu untersuchen, wurde mittels alkalischer Extraktion
der Zeitverlauf der Membranintegration von L analysiert. Dabei zeigte sich deutlich, daf sich
selbst 30 Minuten nach der Synthese des L-Proteins ein Teil der Molekiile noch in
Assoziation mit einer Proteinumgebung befindet und noch nicht vollstindig in die ER-
Membran integriert ist. Sollte L jedoch unabhidngig vom Ribosom mit dem Translokon
interagieren konnen, so stellt sich weiterhin die Frage, wie das Translokon verschlossen wird,
so daB3 die ER-Membran als Permeabilitétsbarriere erhalten bleibt. Bei der posttranslationalen
Proteintranslokation in Hefezellen wird diese Aufgabe von zytosolischen und luminalen
Chaperonen, wie z.B. Hsc70 und BiP, erfiillt. Folglich wurde die /n vivo-Interaktion von L
mit diesen Chaperonen mittels Koimmunprizipitationsanalysen untersucht. Sowohl Hsc70 als
auch BiP konnten als spezifischer Interaktionspartner von L nachgewiesen werden. Zuséitzlich
zeigte sich, dal Hsp40 - ein spezifisches Kochaperon von Hsc70 - am L-Hsc70-Komplex
beteiligt ist.

Insgesamt wiesen die Daten dieser Arbeit darauf hin, dafl die posttranalationale praS-
Translokation des HBV L-Proteins durch einen Transmembrankanal im ER der Wirtszelle
vermittelt wird, wobei es sich durchaus um das Translokon handeln koénnte. Das L-Protein
erscheint somit als geeignetes Modellmolekiill, um den grundlegenden ProzeB der

posttranslationalen Proteintranslokation in Sdugerzellen weiterfiihrend zu untersuchen.
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VII. Anhang

1. AbKkiirzungsverzeichnis

Abb.
ARF
ADP
ATP
ATTC
BiP
BFA
bp
BSA
CAD
cce
DHBV
DMEM
DMSO
DNA
DR
DTAF
DTT
ECL
EDTA
ELISA
ENH
e-praS
ER
FCS
FTCD
GFP
GRE
Grp78
GSHV
GTP
HA
HBS
HBsAg
HBV
HCC
HHBV
HLA
hMTTTa
HNF
HRPO
Hsc
Hsp

IC

Abbildung

ADP-Ribosylierungsfaktor

Adenosindiphosphat

Adenosintriphosphat

American Type Culture Collection

Bindungs- (Binding-) Protein

Brefeldin A

Basenpaare

Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin)
zytosolische Verankerungsdoméne (Cytosolic Anchorage Domain)
kovalent geschlossen zirkulér (covalently closed circular)
Enten Hepatitis-B-virus (Duck Hepatitis B Virus)
Dulbeccos Modified Eagle's Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure

Sequenzwiederholung (Direct Repeat)
Dichlorotriazinylamino-Fluorescein

Dithiothreitol

Enhanced Chemiluminiscense

Ethylendiamintetraacetat

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Enhancer-Element

externe praS-Orientierung

Endoplasmatisches Reticulum

Fotales Kilberserum (Fetal Calf Serum)
Formiminotransferase-Cyclodeaminase
Griin-fluoreszierendes Protein
Glucocorticoid-Responsive Element

entspricht BiP

Erdhérnchen Hepatitis-Virus (Ground Squirrel Hepatitis Virus)
Guanosintriphosphat

Héamagglutinin

Hepes gepufferte Salzlosung (Hepes Buffered Saline)
Hepatitis-B-Oberfldchenantigen (Hepatitis B surface Antigen)
Hepatiti-B-Virus

hepatzozelluldres Karzinom

Reiher Hepatitis-B-Virus (Heron Hepatitis B Virus)
Humanes Leukozyten Antigen

humaner Metallithionin Ila Promotor

Nukledrer Hepatozytenfaktor (hepatocyte nuclear factor)
Meerettich (horseradish) Peroxidase
Hitzeschock-Protein (konstitutiv)

Hitzeschock-Protein

Intermedidres Kompartiment
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Ig

INF
1-praS
kb

kDa
MEM
MHV
mRNA
NEM
NLS
NP-40
NRE
nt
OPD
ORF
OST
PAGE
PBS
PCR
PDI
PLB
PKC
PNGaseF
PNS
poly-A
PRO
RAMP
rcDNA
RNA
RNaseH

RT
SDS
SP
SPC
SR
SRP
SV40
TBS
TCA
TLM
™
TP
TRAM
TRAP
WHV
wt

Immunglobulin

Interferon

interne praS-Orientierung

Kilobasenpaare

Kilodalton

Minimal Essential Medium

Maus-Hepatitis-Virus

Boten-Ribonukleinsdure (messenger RNA)
N-Ethylmaleinimid

Kernlokalisationssignal (Nuclear Localisation Signal)
Nonidet-40

Negativ-regulierendes Element

Nukleotid

Ortho-Phenyldiamindihydrochlorid

offener Leserahmen (Open Reading Frame)
Oligosaccharyl-Transferase-Komplex
Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

Phosphat gepufferte Salzlosung (Phosphate Buffered Saline)
Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
Protein-Disulfid-Isomerase

Phospholamban

Proteinkinase C

Peptid:N-Glykosidase F

postnukleirer Uberstand (Post Nuclear Supernatant)
Polyadenylierungssignal

Promotor-Element

Ribosom-assoziiertes Membranprotein
offen-ringférmigen DNA

Ribonukleinsédure

Ribonuklease H

Rhodamin RedX

Reverse Transkriptase

Natriumdodecylsulfat

Abstandshalter (Spacer)-Region
Signalpeptidase-Komplex
Signalerkennungs-Partikel-Rezeptor
Signalerkennungs-Partikel (Signal Recognition Particle)
Aften (Simian) Virus 40

Tris-HCl-gepufferte Salzlosung (Tris Buffered Saline)
Trichloresigsédure

Translokationsmotiv

Transmembrandomine

Terminales Protein

Translocating Chain-Associated Membrane
Translokon-assoziierter Membran-Komplex
Waldmurmeltier Hepatitis-Virus (Woodchuck Hepatitis Virus)
Wildtyp
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